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RÉSUMÉ
Les virus du papillome humain (HPV) sont de petits virus à ADN double
brins qui infectent les épithéliums stratifiés de la peau et des muqueuses. Étant donné
la capacité codante limitée de leur petit génome, l’achèvement du cycle de réplication
viral dépend en grande partie de la machinerie cellulaire. Ainsi, la majorité des
protéines virales, incluant l’hélicase El, établissent de multiples interactions avec les
protéines de la cellule hôte. Considérant la présence de séquences conservées chez El
pour lesquelles aucune fonction n’est associée à ce jour, on a utilisé une approche de
double chromatographie d’affinité couplée à la spectrométrie de masse afin
d’identifier de nouveaux partenaires de l’hélicase virale El. Cette approche a mené à
l’identification d’une nouvelle interaction entre les 40 premiers acides aminés de
HPV11 El et la protéine à domaines WD p80, une interaction qui est conservée et
exclusive aux HPV infectant les muqueuses. Les études de co-localisation cellulaire
ont montré que p80 est relocalisé du cytoplasme au noyau dépendamment de son
interaction avec El. Trois doubles substitutions dans El inhibant la liaison avec p80
ont été identifiées et subséquemment utilisées pour des études fonctionnelles. Ces
dernières révèlent que, bien que l’interaction avec p80 ne soit pas requise pour
l’amplification du génome suivant la différentiation des kératinocytes, elle est
impliquée dans le contrôle du nombre de copies d’épisomes viraux dans les couches
cellulaires basales.
Mots clés Papillomavirus, El, hélicase, réplication, WDR48, p80, interactions
protéiques
iv
ABSTRACT
Due to the lirnited coding capacity of their srnall genome, hurnan
papillomaviruses (HPV) rely extensively on host factors for completion of their life
cycle. Accordingly, most HPV proteins, including the replicative helicase El, engage
in multiple protein interactions. The fact that conserved regions of El have flot yet
been ascribed a function prompted us to use tandem affinity purification (TAP)
coupled to mass spectrometry to identify novel targets of this helicase. This led to the
discovery of a novel interaction between the N-terminal 40 amino acids ofHPV11 El
and the cellular WD repeat protein p80 (WDR48). We found that interaction with p80
is conserved among El from anogenital HPV but flot cutaneous or animal types. Co
localization studies showed that E 1 can redistribute p80 from the cytoplasm to the
nucleus. Three amino acid substitutions in El from HPV types 11 and 31 were
identified that abrogate binding to p80 and its re- localization to the nucleus. HPV3 1
genome containing these El mutations were maintained in episomal form in primary
hurnan keratinocytes but at copy numbers 50-80% lower than that of the wild type
genome. All three mutant episomes could be amplified upon methylcellulose-induced
cellular differentiation. These findings suggest a role for p80 in maintaifling an
optimal copy number of the viral episome during the earÏy phase of infection.
Keywords: Papillomavims, helicase, El, replication, proteifi-protein interaction,
WDR48, p80, protein purification, TAP.
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CHAPITRE I : Introduction et revue de la littérature
1. INTRODUCTION AUX PAPILLOMAVIRUS
1.1. Infections à papillomavirus
Les papillomavirus (PV) sont une famille diversifiée de virus infectant les
épithéliums stratifiés squameux chez la plupart des mammifères et des oiseaux. Les
PV regroupent de nombreux types dont plus d’une centaine infectent l’homme. Le
nom papillomavirus provient du latin papiÏÏa et réfère à projection/bouton, et du grec
orna qui signifie tumeur, les infections à PV causant fréquemment une
hyperprolifération bénigne au niveau de la peau, communément appelé verrue. Les
PV ont un tropisme spécifique pour les kératinocytes, mais selon les différents types,
ils infectent préférentiellement soit l’épithélium de la peau, soit celui des muqueuses
des voies respiratoires et anogénitales. Chez les PV humains (HPV) infectant les
muqueuses, on distingue également les divers types selon leur risque d’oncogenèse.
Les HPV à faible risque d’oncogenèse, dont font partie les types 6 et 11, induisent
une hyperprolifération bénigne des cellules épithéliales se manifestant par les
condylomes (verrues génitales). Les HPV à hauts risques, qui incluent les types 16,
18 et 31, causent quant à eux des lésions pouvant progresser vers la malignité.
Les types cutanés tel HPV1 (HPV de type 1) sont la cause des verrues qui
sont fréquemment observées au niveau des mains et des pieds. Les nouveaux virions
étant produits au niveau des couches les plus superficielles de la peau, les squames
contiennent des virions infectieux. Ces virus se propagent donc suite au détachement
des squames infectieux qui peuvent alors transmettre l’infection par contact cutané
direct ou encore via l’environnement ou des objets contaminés. Les infections à HPV
sont également associées à d’autres pathologies de la peau, tel l’épidermodysplasie
verruciforme.
2Les HPV qui infectent les muqueuses génitales sont transmis lors de relations
sexuelles avec un partenaire infecté. De ce fait, les HPV sont parmi les infections
transmises sexuellement les plus répandues. Santé Canada estime qu’environ 75 %
des canadiens contractent une infection à HPV au cours de leur vie, tous les types
confondus. De plus, les plus récentes études révèlent une prévalence de 26,8 % chez
les femmes américaines âgées entre 14-59 ans (57). Les infections par HPV sont
généralement asymptomatiques et transitoires t 70-90% des infections régressent
spontanément à l’intérieur de 2 ans (56, 75). Les manifestations cliniques d’une
infection avec un HPV à faible risque, les types 6 et 11 étant les plus communs, sont
les verrues anogénitales, mais ils causent également la papillornatose respiratoire
récurrente, une maladie rare dont la forme juvénile est transmise à l’enfant lors de la
naissance. Les types oncogéniques, dont le plus répandu est HPVY6, sont associés
aux néoplasies intraépithéliales et au développement de cancers génitaux et du
système respiratoire supérieur. Une étude multinationale dirigée par l’Agence
Internationale de Recherche sur le Cancer (IARC) a révélé que l’ADN d’HPV de
types oncogéniques est présent dans 99,7% des échantillons de cancers du col utérin
(244). Les évidences épidémiologiques permettent d’affirmer que les HPV causent le
cancer du col. Ils en sont d’ailleurs une cause essentielle mais non suffisante, des
cofacteurs étant également impliqués dans la carcinogénèse (162). Les infections à
HPV constituent ainsi un enjeu majeur en santé publique, le cancer du col étant
notamment parmi les cancers les plus fréquents chez les femmes mondialement.
1.2. Classification
Historiquement, les PV et les polyomavirus (dont fait partie le virus simien
SV4O) faisaient conjointement partie de la famille des papovavirus. Cette
classification reposait sur certaines similarités du point de vue structural et
biologique, soit des petits virus possédant une capside icosaédrique non-enveloppée,
un génome circulaire d’ADN double brins (ADNdb), et dont les étapes de réplication
du génome viral et d’assemblage des nouveaux virions ont lieu au noyau. Par la suite,
3les analyses biomoléculaires ont révélées des différences majeures au niveau de leur
organisation génomique et désormais, les PV forment une famille distincte, les
papillomaviridae (32).
La classification communément acceptée des divers types de PV est basée sur
la variation génétique au niveau de la séquence codant la protéine virale Li, une
variation de plus de 10% définissant un type différent, une différence de 2-10% un
sous-type et une variation de moins de 2 ¾ constituant un variant (41). Cependant,
certaines évidences semblent indiquer une discontinuité dans l’évolution des gènes
Li et L2 de certains PV, rendant le gène Li moins approprié aux relations
phylogéniques. Récemment, une nouvelle classification basée sur les séquences
protéiques d’El et E2, qui sont relativement bien conservées entre les PV, a donc été
réalisée pour complémenter l’ancienne et a permis un meilleur regroupement des PV
en concordance avec leurs propriétés biologiques (i7), notamment concernant leur
tropisme pour la peau ou les muqueuses et leur degré de carcinogénicité. C’est donc
cette récente classification qui est présentée.
La famille des papilÏornaviridae est divisée en deux sous-familles les PV
aviaires et les PV de mammifères. Ces derniers peuvent par la suite être classés en 7
super-genres désignés par les lettres A à E (figure 1, p. 4). Le super-genre A englobe
deux genres (genres i et 2), dont plus particulièrement le premier comprend 4 sous-
genres, définis de «a » à «d ». Le groupe «a » comprend tous les HPV à haut risque
d’oncogenèse alors que le groupe «b » regroupe les HPV infectant les muqueuses
génitales et causant des lésions de bas grade et des condylomes. Finalement, les HPV
responsables des lésions cutanées sont retrouvés dans le sous-genre « e » (figure 1, p.
4) (i7). Les différentes pathologies discutées dans cette section sont donc dues aux
infections par des HPV du super-genre A, et les prochaines sections concerneront
donc principalement ce groupe évolutif, et plus particulièrement les types génitaux
des sous-genres « a » et « b ».
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Figure 1: Classification phylogénique des papillomavirus basée sur les protéines
fi et f2. (D’après Bravo et Alonso (2006), Virus Genes (17))
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52. BIOLOGIE MOLÉCULAIRE DES PAPILLOMAVIRUS
2.1. Structure du génome
Les PV possèdent un petit génome circulaire d’ADNdb codant pour environ $
protéines : 6-7 protéines précoces (désignées par la lettre E pour «early ») et deux
protéines tardives (nommées par la lettre L pour « late »). Communément, tous les
HPV encodent les protéines précoces El, E2, E4, E5, E6 et E7. Une possibilité de
cadre de lecture a également été attribuée pour E3 et E$, dont seule l’expression d’E$
(en fusion avec une partie d’E2) a été confirmée. Les différentes séquences codantes
virales sont transcrites à partir d’un seul brin du génome viral sous forme d’ARN
messagers (ARNm) polycistroniques. Les transcrits sont initiés principalement au
niveau de deux ou trois promoteurs majeurs selon les types. En amont de la séquence
d’E6 se situe le promoteur précoce qui est utilisé en début d’infection mais également
tout au long du cycle réplicatif viral (176) et qui assure la production des protéines
précoces. Les protéines structurales synthétisées dans les dernières étapes du cycle
réplicatif sont sous le contrôle du promoteur tardif situé dans la séquence codante
d’E7. Celui-ci est activé seulement dans les dernières étapes du cycle réplicatif de
manière dépendante à la différentiation des kératinocytes (121). Sommairement, le
génome peut être divisé en trois parties : une section contenant les protéines précoces,
la seconde les protéines tardives et une section régulatrice. Cette troisième région, qui
couvre $00-1000 paires de bases (pb) n’encode aucune protéine virale et contribue à
la régulation de la réplication et de la transcription des ARNm viraux précoces par la
liaison de nombreux facteurs cellulaires et du facteur viral E2, d’où son nom de
« longue région contrôle » (LCR ou «long control region », aussi nommée URR
pour « upstream regulatory region ») (figure 2, p. 6).
6PoIy(A) tardif
LCR piécoce
Figure 2: Organisation du génome viral du HPV31. Le génome viral peut être
sommairement divisé en trois parties. La première moitié du génome encode les
protéines précoces, dont les transcrits sont initiés au promoteur précoce. La seconde
partie encode les deux protéines tardives de la capside, produites dans les
kératinocytes différenciés où le promoteur tardif est alors actif. La troisième partie
(LCR), qui s’étend sur environ $00-1000 pb, est non codante et possède des sites de
liaison pour plusieurs facteurs cellulaires et viraux contrôlant l’expression des gènes
viraux précoces. (D’après Lairnins laboratory web site, (page consultée le 20 mars
2007), [en ligne], adresse URL : http://bugs.rnimnet.northwestern.edu/laiminslab/labsite/
Research.htrnl2005).
2.1.1. La longue région contrôle (LCR)
Chez les HPV génitaux, cette région peut être sous-divisée en 3 sections. Tout
d’abord, s’étendant sur approximativement 300 pb, la région 5’ de la LCR est
délimitée par la fin du cadre de lecture de Li et le site de liaison d’E2 le plus distal du
promoteur précoce majeur (figure 3, p. 8). Elle ne semble pas nécessaire à la
réplication virale ni à l’amplification du génome (102). Elle contient la séquence de
tardï
1E6
LI E8
HPV-31
7.9 kb
12
PolytA) précoce
polyadénylation (polyA) des transcrits tardifs et elle jouerait plutôt un rôle dans la
7terminaison des transcrits tardifs. Au niveau de l’ARN, cette région pourrait
également être impliquée dans la stabilité des transcrits tardifs.
Avoisinant la région 5’ et encadrée par deux sites de liaison d’E2 (#3 et #4) se
situe la région activatrice de la transcription, siège de plusieurs sites de liaison pour
divers facteurs de transcription cellulaires tels AP-1 et Oct-1 (96, 173). Les différents
facteurs variant en fonction du stade de différentiation cellulaire, ils permettent la
modulation de l’expression des gènes viraux au cours du cycle réplicatif (24$). Cette
portion est également impliquée dans le tropisme des PV. En effet, alors que la
réplication est possible dans différents types cellulaires, la transcription des gènes
viraux est restreinte aux kératinocytes (13, $5). La réplication des PV serait donc
notamment limitée par la transcription des gènes viraux qui semble ainsi dépendre
d’une combinaison complexe de facteurs de transcription retrouvée dans les
kératinocytes et liant cette portion de la LCR. Pour cette raison, cette région est
également nommée « élément activateur spécifique aux kératinocytes » (KE pour
«keratinocyte enhancer ») (21, 44, 25).
Bordée par le site de liaison d’E2 #3 et la séquence d’E6, la région 3’ de la
LCR est l’origine de réplication virale (on) (figure 3, p. 8). Cette portion d’environ
90-140 pb est suffisante pour permettre la réplication en présence des deux protéines
de réplication virales El et E2 (28, 76). Cette section contient également plusieurs
sites pour la liaison de divers facteurs de transcription cellulaires, notamment le
facteur initiateur de la transcription TFIID qui lie la boîte TATA. C’est donc à ce
niveau que sont initiés les transcrits précoces. Aussi, conformément à son implication
dans la réplication du génome viral, elle contient les sites d’El et E2 à raison de
quatre sites d’El flanqués de trois sites pour la liaison d’E2 (186) (figure 3, p. 8).
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Figure 3: Organisation de la longue région contrôle des HPV génitaux. Le
génome viral contient une longue région non codante impliquée dans la régulation de
l’expression des gènes viraux et dans l’initiation de la réplication. Elle peut être sous-
divisée en trois sections. La région 5’ contient des éléments de régulation des
transcrits tardifs. La portion centrale contient de nombreux sites pour la liaison de
facteurs de transcription qui modulent la transcription des gènes viraux
dépendamment de la différentiation des kératinocytes. L’extrémité 3’ participe
également à la liaison de facteurs contrôlant la transcription et est également l’origine
de réplication. (Desaintes et Demeret (1996). Semin Cancer Biol 7:339-47 (47))
2.1.2. Protéines virales
2.1.2.1. Les oncogènes E5, E6 et E7
E5 est une petite protéine hydrophobique transmembranaire localisée au
golgi, au réticulum endoplasmique et à la membrane nucléaire (34). Sa fonction
demeure peu connue à ce jour. Chez les HPV, elle a une faible activité de
transformation cellulaire (revu dans (50)). La perte d’ES résultant en un défaut au
niveau des fonctions tardives d’amplification du génome viral et de l’expression des
gènes viraux tardifs, on estime que sa fonction principale s’exerce probablement au
niveau des cellules différenciées, possiblement via l’activation de la prolifération
cellulaire dans ces cellules (67). Elle semble notamment importante pour stimuler la
E2BS#3 El B:ndng Se E2BS#2
AIT rich A/T rich
croissance cellulaire via la modulation de la signalisation des récepteurs de facteurs
9de croissance (106, 219). Au niveau endosomal, l’interaction d’E5 avec une sous-
unité de la pompe ATPase vacuolaire affecte le recyclage des molécules de surface et
altère ainsi le trafic endocytaire (218, 219, 234). Elle retient également le complexe
majeur d’histocompatibilité de classe 1 (CMH I) au golgi en interagissant avec la
chaîne lourde, interférant par conséquent avec la présentation d’antigènes viraux aux
lymphocytes T cytotoxiques (5, 147).
Les protéines f6 et f7 ont un rôle significatif dans le développement de la
malignité chez les HPV à haut risque. Par leur capacité à maintenir les cellules dans
le cycle cellulaire malgré leur différentiation et à contourner les points de contrôles
cellulaires, ces protéines sont requises à la réplication et au maintien des génomes
viraux épisornaux lors de l’infection (174, 230). Bien que ces protéines soient
conservées chez tous les HPV génitaux, leur pouvoir oncogénique est toutefois
variable. Cette section se concentrera donc sur les propriétés des protéines des HPV à
haut risque. D’action pléiotropiques, elles interagissent avec de multiples protéines
cellulaires résultant en une activation de la croissance cellulaire, une inhibition de
l’apoptose, une instabilité génomique et une inactivation des voies de défense
cellulaire (revu dans les références (140, 160, 271). Seules les principales activités de
ces protéines seront abordées.
Bien que l’imrnortalisation efficace des kératinocytes humains requiert E6 et
E7 (91), la protéine f6 des types oncogéniques permet à elle seule la transformation
de cellules NIH 3T3 ainsi que l’immortalisation de cellules épithéliales mammaires
humaines (11$, 137). Une importante cible d’E6 est le célèbre suppresseur de tumeur
p53 (249), un facteur de transcription qui, en réponse à certains stress cellulaires,
active l’expression de gènes responsables de l’arrêt du cycle cellulaire ou de
l’apoptose. E6 lie p53 dans un complexe ternaire impliquant E6AP (protéine associée
à f6), une ubiquitine ligase (103). Il en résulte l’ubiquitination de p53 et sa
dégradation par le protéasome (101, 104). E6 pourrait également agir indirectement
sur la transcription des gènes régulés par p53 en liant et inactivant un co-activateur
transcriptionnel de p53, la protéine p300/CBP (269).
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E6 a également une autre activité anti-apoptotique par la dégradation de la
protéine Bak, une protéine pro-apoptotique de la famille Bd-2 (231, 232). En plus de
prévenir l’apoptose, E6 contribue à l’irnmortalisation des cellules en encourageant la
survie par l’activation de la télomérase (120). L’activation se fait au niveau
transcriptionnel, dépendamment d’une «E-box» liant le facteur de transcription c
myc au niveau de la région promotrice de la télomérase (243). E6 prévient ainsi le
raccourcissement des télomères qui se produit normalement au cours des divisions
cellulaires et conduit à la sénescence.
Enfin, les protéines E6 oncogéniques possèdent un site d’interaction aux
domaines PDZ, ce qui leur permet de lier et/ou dégrader ces protéines (80, 119, 130,
131, 163, 233). Notamment, plusieurs protéines avec des domaines PDZ sont
impliquées dans la signalisation cellulaire et l’adhésion intercellulaire. L’interaction
d’E6 aux domaines PDZ est d’ailleurs requise pour l’induction de l’hyperplasie in
vivo (16$).
Quant à E7, elle est suffisante pour induire une dysplasie de haut grade et la
progression vers le cancer dans un modèle murin de carcinogenèse et peut aussi, à
faible fréquence, immortaliser les kératinocytes humains (88, 161, 190). Un
événement clé dans l’activité oncogénique d’E7 est sa liaison à la protéine du
rétinoblastorne (pRb) (5$). Cette famille de protéines est bien connue pour son
implication dans de nombreux cancers en tant que suppresseur de tumeur alors
inactivé. La fonction cellulaire de pRb est la séquestration des membres de la famille
des facteurs de transcription E2F. Ceux-ci activent la transcription de nombreux
gènes de protéines nécessaires à la réplication et permettent ainsi la transition de la
phase Gi à S du cycle cellulaire. L’interaction d’E7 avec pRb résulte en sa
dégradation par le protéasome, ce qui permet la relâche des facteurs de transcription
E2F et l’activation du cycle cellulaire résultante (86, 245). E7 stimule également la
croissance en interagissant avec les déacétylases d’histones de classe I (HDAC) (1$,
139) qui répriment l’expression de gènes par deacétylation de la chromatine. Via cette
interaction, E7 permet de relever l’inhibition par les UDAC et de spécifiquement
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augmenter la transcription par E2F2 dans les cellules différenciées (141). De plus,
une interaction directe avec le facteur de transcription E2F1 pourrait favoriser la
croissance cellulaire indépendamment de la dégradation de pRb (107).
F7 stimule aussi, directement ou indirectement, les cyclines A et E impliquées
dans la régulation des événements de la phase S (149, 232, 262). En complexe avec
leur sous-unité kinase (Cdk), ces cyclines induisent notamment la phosphorylation de
pRb et provoquent ainsi la libération d’E2f. Dans le même but de favoriser l’état actif
de ces complexes et de ce fait la prolifération cellulaire, E7 bloque également les
inhibiteurs de Cdk p21 et p27 (7$, 111, 261).
Bref E7 agit principalement dans la promotion de la prolifération cellulaire
alors qu’E6 inactive les voies qui poulTaient causer l’arrêt du cycle cellulaire ou
l’apoptose. Il en résulte une instabilité génomique et l’accumulation de mutations qui
contribuent au développement de cancers. De façon coopérative, F6 et E7 permettent
ainsi le maintien des cellules en division malgré leur différentiation et la prévention
de l’apoptose, actions nécessaires au déroulement du cycle réplicatif viral au sein de
l’épithélium en différentiation (174, 230).
2.1.2.2. La protéine réplicatrice El
Outre la machinerie de réplication cellulaire, la réplication du génome viral
des PV dépend des deux protéines virales Fi et F2. El est une protéine nucléaire
(226) exprimée tout au long du cycle viral avec une prédominance au niveau des
kératinocytes différenciés, lorsque le promoteur tardif est actif (177). C’est une
protéine initiatrice de la réplication du fait qu’elle lie l’ADN viral au niveau de
l’origine de réplication et s’y assemble en un double hexamère encerclant l’ADN et
ayant une activité hélicase. Par son interaction avec certaines protéines cellulaires,
elle permet aussi le recrutement de la machinerie de réplication cellulaire au niveau
de la fourche de réplication virale. La structure et les fonctions d’El seront décrites
en détail dans les prochaines sections.
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2.1.2.3 La protéine multifonctionnelle f2
La protéine f2, également nucléaire, se retrouve principalement dans des foci
qui co-localisent avec la protéine PML (« promyelocetic leukemia protein »), une
composante des domaines NDYO qui ont d’ailleurs été suggérés pour être le site de la
réplication du génome viral et de l’encapsidation (40, 71, 226). E2 est constituée de
deux domaines, soit un domaine C-terminal de liaison à l’ADN et
d’homodirnérisation, et un domaine N-terminal de transactivation de la transcription,
ces deux domaines étant séparés par une région charnière variable selon les PV. Sous
forme de dirnère, E2 lie l’ADN viral au niveau de séquences consensus (ACCN6GGT
où N peut être n’importe quel nucléotide) où elle régule la réplication, la transcription
des gènes précoces viraux et la ségrégation des génomes viraux.
Concernant son implication dans la transcription, E2 peut agir à la fois en tant
qu’activateur et répresseur. Toutefois, bien qu’elle ait démontré une activité
d’activation de la transcription lors d’essais cellulaires utilisant un gène rapporteur
(123), E2 semble être d’abord un répresseur de l’expression des gènes précoces dans
le contexte du génome (13, 209). La concentration d’E2 semble déterminante pour
son activité transcriptionnelle, la liaison d’E2 au niveau de ses sites sur l’origine étant
en compétition avec la liaison de facteurs cellulaires tels Spi et TFIID (42, 55).
Notamment, la liaison d’E2 semble interférer avec la formation d’un complexe
d’initiation de la transcription (97). De plus, E2 interagit avec divers facteurs de
transcription cellulaires et pourrait donc également influencer la transcription de
gènes cellulaires (27, 158, 214).
Mentioirnons aussi que d’autres formes d’E2 agissant sur la transcription sont
produites. De tels variants d’E2 consistant en des troncations où le domaine de
transactivation est absent ont d’abord été caractérisés chez BPV1 (29, 100, 127).
Possédant seulement le domaine C-terminal de liaison à l’ADN, ces variants agissent
en tant que répresseurs de la transcription, probablement par un mécanisme de
compétition pour la liaison à l’ADN. L’existence de variants d’E2, où le domaine C
terminal d’E2 est en fusion avec E$ (E8”f2C) a également été reportée chez les
I..,
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HPV (54). Chez ces derniers, EW”E2C est également un répresseur de la transcription
dépendante ou non d’E2, capable d’agir à distance. De plus, E8’E2C inhibe la
réplication du génome viral et est essentielle au contrôle du nombre de copies
d’épisomes viraux et à leur maintien au fil des divisions (27, 220, 221).
Outre son rôle dans la transcription, E2 est également requise à la réplication
du génome viral. L’affinité d’El pour ses sites est insuffisante pour son recrutement
sélectif sur l’on in vivo. En interagissant directement avec El, E2 permet ainsi son
recrutement spécifique sur l’origine grâce à leur liaison coopérative sur leurs sites
adjacents. Aussi, bien qu’impliquée dans les premières étapes d’assemblage d’El sur
l’ADN, E2 est subséquemment relâchée au cours de la formation du complexe
hélicase actif (voir section 4.2.1.4.1). Elle favorise donc également la réplication en
assurant un assemblage ordonné d’El sur l’ADN (1).
Protéine muhifonctionnelle, E2 est de plus importante pour la ségrégation des
génomes viraux. Dépendamment d’E2, les génomes viraux s’associent aux
chromosomes ou aux fuseaux mitotiques afin d’assurer leur répartition dans les
cellules filles, processus nécessaire au maintien des génomes au fil des divisions
cellulaires (108, 241, 258). Chez BPV1, l’association d’E2 aux chromosomes
mitotiques est assurée par la protéine à bromodomaines (domaine de liaison aux
histones acétylés) Brd4 (« bromodomain-containing protein 4 ») (258, 259). Chez les
HPV, bien que l’interaction entre F2 et Brd4 soit conservée, elle est plutôt impliquée
dans la transcription (201, 205, 254). D’ailleurs, la localisation des HPV E2 du
groupe « a » lors de la mitose diffère de celle de BPV E2, localisant aux fuseaux
mitotiques plutôt qu’aux chromosomes et ce, indépendamment de Brd4 (36, 150,
241).
Enfin, mentionnons qu’E2 pourrait posséder une activité anti-proliférative.
Notamment, la surexpression de la protéine E2 des types oncogéniques induit
l’apoptose dans différentes lignées cellulaires transformées ou non par HPV (43, 48,
247). La distribution intracellulaire des protéines F2 diverge selon les types en raison
d’une séquence de localisation nucléaire (SLN) dans la région charnière présente
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notamment chez HPV1 1 mais absente chez les HPV à hauts risques d’oncogenèse
(270). Or, la localisation cellulaire serait importante pour l’induction de l’apoptose
car celle-ci dépendrait de la localisation de la protéine au cytoplasme où elle
déclencherait l’apoptose via la voie extrinsèque impliquant la caspase-$ (14).
2.1.2.4 La protéine E1I’E4
Le transcrit encodant la protéine EV’E4, qui résulte de la fusion par épissage
des cinq premiers acides aminés d’Ei au cadre de lecture d’E4 (165), est de loin le
plus abondant des transcrits viraux (30). Malgré tout, la fonction de la protéine E1OE4
demeure peu connue. Les transcrits contenant El”E4 sont exprimés tout au long du
cycle viral. Cependant, c’est sous le contrôle du promoteur tardif qu’ils sont le plus
fortement produits (154, 180). E1AE4 est donc prédominante dans les cellules
différenciées des couches supérieures. C’est une protéine cytoplasmique formant des
multimères via son extrémité C-terminale et qui possède un site en N-terminal
permettant son association aux cytokératines (191, 246). Une implication dans la
sortie des virus a été proposée dû à son association aux kératines (246) entraînant le
collapse du réseau de cytokératines et à son induction d’anormalités morphologiques
au niveau de l’enveloppe cornée des kératinocytes (19). Cependant, ce phénotype
n’est pas observé dans les lésions induites par HPV (53). Elle joue également un rôle
dans l’amplification du génome viral, un mutant E1AE4 dans le contexte du génome
ayant démontré un défaut à ce niveau chez les HPV à hauts risques (251, 252).
2.1.2.5 Les protéines tardives Li et L2
Exprimées sous le contrôle du promoteur tardif, les deux protéines tardives
sont seulement produites dans les couches supérieures où les kératinocytes sont
différentiés (176). Elles sont les deux protéines structurales qui composent la capside
virale, un icosahèdre composé de 360 monornères de Li assemblés en 72 pentamères
(26), auxquels sont associés probablement douze protéines L2 (figure 4).
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Figure 4 : Schéma de la capsïde virale des papillomavirus. (Baker et aÏ. (1991).
Biophys J 60:1445-56 (8)).
L2 est une protéine nucléaire qui s’accumule au niveau des domaines
nucléaires ND1O et induit leur réorganisation (10, 40, 72). Outre son rôle structural,
L2 est impliquée dans la translocation du génome viral au noyau lors de l’infection.
Elle permet d’abord l’échappement du compartiment endosomal (113, 189) et, grâce
à son domaine d’interaction avec l’ADN, lie le génome viral qu’elle achemine
jusqu’aux domaines nucléaires ND1O par transport rétrograde le long des
microtubules via une interaction avec la dynéine (70). De plus, par sa capacité
d’interagir avec la protéine majeure de la capside Li et de lier l’ADN, L2 participe à
l’encapsidation du génome viral (95, 175).
Cette section s’attardait aux fonctions de chaque protéine du point du vue
biomoléculaire. Dans le prochain chapitre, l’implication de ces protéines dans le cycle
viral sera mise dans le contexte temporel et dirnensionnel de l’épithélium stratifié.
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3 CYCLE RÉPLICATIF DES PAPILLOMAVIRUS
3.1 Cycle réplicatif au sein de l’épithélium stratifié
Le cycle réplicatif des PV est étroitement lié au programme de différentiation
des kératinocytes au sein de l’épithélium stratifié. L’épithélium des muqueuses et de
la peau est constitué de plusieurs couches de cellules. La couche la plus profonde,
appelée couche basale, est monocellulaire et contient les cellules souches qui, par
division cellulaire, donnent naissance aux cellules de la strate suivante, la couche
épineuse. Lors de ce processus, une cellule fille demeure une cellule souche de la
couche basale alors que la seconde sort du cycle cellulaire et amorce sa
différentiation. Les cellules en différentiation migrent graduellement vers la surface
de l’épithélium, poussées vers les couches supérieures par les divisions successives
des cellules en division de la couche inférieure. Tout au long de leur cheminement,
les cellules modifient leur profil d’expression protéique, exprimant notamment de
plus en plus de kératines. Au niveau de la couche granuleuse, qui succède à la couche
épineuse, les cellules sont chargées de grains de kératohyaline qui peuvent remplir
totalement les cellules, détruisant les organelles et causant la perte du noyau.
L’aboutissement de cette différentiation des kératinocytes est la génération de
squames emplis de kératine au niveau de la couche la plus superficielle. Ces squames
se détachent de l’épithélium à la même vitesse que les cellules sont remplacées par
l’activité mitotique de la couche inférieure ($2). Ainsi, dans un épithélium sain,
seules les cellules basales se divisent. Toutefois, lors d’une infection à PV, la
réplication virale nécessite les facteurs cellulaires de la phase S. Ainsi, la protéine E7
assure la progression du cycle cellulaire et les cellules infectées se distinguent donc
par le maintient des cellules en phase S et la conservation de leur noyau, alors
qu’elles poursuivent tout de même leur différentiation.
La différentiation cellulaire est accompagnée d’une réorganisation du profil
d’expression protéique. Le virus exploite ces différents profils pour réguler
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l’expression de ses protéines et sa réplication. Tôt lors de l’infection, dans les couches
inférieures de l’épithélium, les transcrits initiés aux promoteurs précoces encodent
principalement les protéines E6 et E7, qui contrôlent la progression du cycle
cellulaire, et les protéines El et E2 requises à la réplication du génome viral et à son
maintient lors des divisions cellulaires (105, 177). Au niveau des premières cellules
infectées, le génome est d’abord répliqué pour atteindre environ 50 à 100 copies par
cellules (128,212). Cette première phase d’amplification limitée constitue la phase
d’établissement. Dans les cellules parabasales, une phase de maintient est par la suite
établie au cours de laquelle le nombre de copies génomiques reste stable au cours des
divisions. Pour conserver ce nombre de copies, soit le génome est répliqué une seule
fois par cycle de division, conjointement au génome cellulaire, soit sa réplication est
aléatoire, c’est-à-dire que certains épisomes se répliquent quelques fois par cycle,
d’autres une seule fois ou encore pas du tout, avec comme résultante un nombre de
copies en moyenne constant. Certaines évidences appuyant ces deux modèles ont été
reportées, le mode de réplication semblant dépendre du contexte cellulaire (94).
Alors que les transcrits initiés aux promoteurs précoces sont produits tout au
long du cycle réplicatif viral, dans les couches supérieures s’ajoutent les transcrits
initiés au promoteur tardif (105, 178). Celui-ci est activé dépendamment de la
différentiation cellulaire et régit la production des protéines El’E4 et ES ainsi qu’El
(105, 177). C’est particulièrement sous la régulation du promoteur tardif que
s’ amorce également la transcription des protéines structurales L 1 et L2 (176, 178).
Son activation coïncide de plus avec la réplication prolifique du génome viral. En
effet, une phase d’amplification massive du génome viral survient dans les couches
épithéliales supérieures et conduit à l’obtention de plusieurs centaines, voir milliers
de copies par cellules(12, 121, 177). Cettephase d’amplification permet la
génération de nombreux génomes qui sont subséquemment incorporés dans les
capsides virales nouvellement synthétisées. La production des protéines de la capside
étant restreinte aux couches superficielles de l’épithélium, c’est uniquement à ce
niveau que se produisent l’assemblage et donc la genèse des nouveaux virions.
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Figure 5 Cycle réplicatif viral au sein de l’épithélium en différentiation. Suite à
l’infection d’une cellule basale par un HPV, le génome viral est d’abord établi sous
forme d’épisomes extra-chromosomaux présents en 50 à 100 copies dans le noyau
des cellules indifférenciées. La réplication du génome viral dépendant des facteurs
cellulaires de la phase S, l’expression des oncogènes viraux permettent la progression
du cycle cellulaire dans les cellules infectées malgré l’amorce de leur différentiation,
ce qui produit une hyperplasie. Suivant la différentiation des kératinocytes, le génome
est amplifié en milliers de copies par cellules et la production des protéines de la
capside est amorcée. L’aboutissement de ce cycle est l’assemblage des nouveaux
virions et leur relâche au niveau des couches les plus superficielles de l’épithélium.
(D’après Fradet-Turcotte et Archambault (2007). Antiviral Therapy (74))
Granuleuse
Épineuse
Basale
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3.1.1. Régulation de l’expression des protéines virales
Tel que mentionné à la section 2.1 .1, de nombreux facteurs de transcription
cellulaires possèdent des sites de liaison au niveau de la LCR et régulent l’expression
des protéines virales précoces. La présence et la quantité de ces différents facteurs
varient en fonction du stade de différentiation cellulaire (24$), générant différentes
combinaisons de facteurs qui modulent ainsi l’expression des gènes viraux au cours
du cycle réplicatif Les PV encodent de plus leur propre facteur de transcription viral
la protéine E2. Chez les HPV génitaux, E2 possède quatre sites de liaison d’affinité
variable au niveau de la région contrôle. L’affinité la plus élevée est pour le site #4,
qui est le plus éloigné du promoteur précoce majeur (figure 3). Alors que les trois
autres sites exercent une répression, le site #4 a démontré une activité activatrice sur
la transcription des gènes précoces (213). En concordance avec l’observation qu’E2
active l’expression des gènes précoces à faible concentration, la petite quantité d’E2
d’abord présente lors de l’infection pourrait ainsi d’abord activer la transcription des
gènes précoces via la liaison du site activateur #4. Les protéines précoces sont alors
produites, permettant la progression du cycle cellulaire et la réplication du génome
viral, jusqu’à ce qu’E2 atteigne une certaine concentration où les sites répresseurs,
près du promoteur, deviennent occupés (213). Cette activité inhibitrice est due
notamment à l’interférence avec la liaison d’autres facteurs de transcription
cellulaires tel TfIID et SPi, dont les séquences de liaison chevauchent ou avoisinent
celles d’E2 (52, 227).
Le paragraphe précédent présente l’importance des facteurs de transcription
dans la régulation de l’expression des protéines virales précoces. Toutefois, leur
action dépend de l’accessibilité de l’ADN, notamment influencée par la méthylation.
Des protéines spécifiques reconnaissent les cytosines méthylées et recrutent
subséquemment d’autres facteurs encourageant la compaction de l’ADN, inhibant
l’expression des gènes. Le génome des HPV est méthylé de façon inégale et cette
modification influence potentiellement l’expression des protéines virales. L’ activité
des méthylases d’ADN étant influencée par le statut de différentiation cellulaire, cette
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modification pourrait ainsi contribuer à la régulation du cycle réplicatif viral à travers
les couches cellulaires (20, 117, 192).
L’expression des protéines virales dépend également de régulations post
transcriptionnelles. Les PV encodent leurs protéines dans un petit génome et
exploitent l’épissage alternatif pour réguler l’expression de leurs protéines en relation
avec la différentiation cellulaire (9). L’épissage des ARNm repose sur la présence de
signaux conventionnels d’épissage, qui sont toutefois sub-optimaux chez les PV. Par
exemple, trois sites d’épissage sont documentés dans la séquence codante d’HPVl 1
El, dont un site donneur dominant au nucléotide $47, à 5 acides aminés de
l’extrémité aminée (45). Lors d’une infection productive, l’ARNrn contenant la
séquence entière d’El est rarement détecté. La majorité des transcrits sont épissés de
façon à produire la fusion E1OE4 ($47A3325). L’épissage $47A2622, moins efficace, a
quant à lui le potentiel de produire la protéine E2 (30, 165, 195). D’autres espèces
d’ARNm codant pour El et E2 ont également été détectées, révélant diverses
possibilités d’épissage. L’épissage alternatif de l’ARNm peut ainsi réguler la
production d’El et E2, ce qui aura également un impact sur l’efficacité de la
réplication du génome viral. À noter que plusieurs signaux additionnels modulent
l’efficacité de l’épissage, tels les signaux amplificateurs ou suppresseurs de l’épissage
des exons ou des introns. La distance entre l’intron et la coiffe de guanine en 5’
pourrait également influencer (266). Ainsi, la reconnaissance de ces signaux par des
facteurs cellulaires dont l’expression varie selon la différentiation des kératinocytes
permet de réguler l’épissage des ARNm et leur potentiel codant de manière
temporelle (revu dans (265)).
La polyadénylation (polyA) est un autre processus post-transcriptionnel qui,
conjointement à l’épissage, régule le potentiel codant des ARNm. La presque totalité
des transcrits produits lors des premiers stades viraux sont adénylés au site précoce
grâce à des éléments de régulation inhibant l’utilisation du site tardif et d’autres
encourageant celle du site précoce (79, 116, 228). Le choix de la séquence de polyA
semble être dirigé par la liaison de facteurs cellulaires au niveau de ces éléments, la
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variation du niveau de ces facteurs au cours de la différentiation pouvant expliquer la
transition vers le site tardif (172, 229).
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Figure 6: Carte des transcrits d’HPV31. Schéma du génome linéarisé où sont
illustrées les protéines virales, les deux principaux promoteurs (flèches) ainsi que les
deux séquences de polyadényïation (A). Les différentes espèces d’ARNrn sont
produites suite à l’utilisation alternative des promoteurs précoce et tardif et par
l’épissage alternatif des transcrits. Les principaux transcrits précoces et tardifs sont
illustrés, les protéines encodées étant notées à la droite. (D’après Spink et Laimins
(2005). J Virol 79:4918-26 (210)).
Suite à la maturation des ARNrn viraux, d’autres niveaux de régulation
viennent influencer l’expression des protéines virales. Les séquences codantes virales
contiennent notamment plusieurs codons rares (264). Leur traduction est donc limitée
par l’abondance des ARN de transfert (ARNt) correspondant à ces codons (267). De
plus, le profil d’expression des ARNt change lors de la différentiation des
kératinocytes, influençant l’efficacité de traduction des ARNm viraux. Ce
changement de profil permet notamment l’augmentation de la production de Li dans
les derniers stades (263).
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Aussi, puisque les transcrits viraux sont polycistroniques et que les ribosomes
scannent les ARNm jusqu’à un signal d’initiation à partir de l’extrémité 5’, la
traduction des séquences en aval repose sur des mécanismes d’évitement ou de
réinitiation de la traduction. Les stratégies utilisées pour la traduction des protéines
des PV sont toutefois peu documentées. Enfin, d’autres mécanismes peu étudiés dans
le contexte des PV, tel la stabilité de l’ARNm et son export nucléaire, pourraient
également contribuer à réguler la production des protéines virales. En somme, il
ressort que l’expression des protéines virales est très complexe et finement régulée
aux niveaux transcriptionnel et post-transcriptionnel par l’environnement cellulaire
changeant de l’épithélium en différentiation.
3.2 Cycle réplicatif au sein de la cellule
3.2.1. Entrée et décapsidation
Les PV pénètrent dans les cellules par endocytose. Les virus sont internalisés
par endocytose médiée par la clathrine ou par les cavéoles dans le cas d’HPV31 (16,
39, 204). La première étape d’adsorption des virus à la surface de la cellule fait
intervenir les glycosaminoglycans de type héparane sulfate ($4, 112, 204). Ces
derniers, des polymères de sucres chargés négativement et fortement répandus à la
surface cellulaire, servent d’ailleurs à l’adsorption de plusieurs virus à la surface des
cellules, incluant ceux de l’herpès et de l’immunodéficience acquise humaine (156,
239). Quant au récepteur médiant l’entrée des PV, il n’est toujours pas connu à ce
jour.
Suite à l’entrée, les virus sont donc présents dans les endosomes,
compartiments acides où se produit l’étape de décapsidation (3$). L’échappement du
compartiment endosomal est médié par L2 et dépend de son clivage par la furine
(Ï $9) ainsi que d’un peptide déstabilisant la membrane à l’extrémité C-terminale de
L2 (113). Aussi, L2 localise aux domaines nucléaires ND1O et, grâce à ses SLN et par
sa capacité à lier le génome viral, y entraîne le génome viral lors de l’établissement
initial (11, 222, 26$).
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3.2.2 Réplication du génome viral
Les domaines nucléaires ND1O ont été proposés pour être le site de la
réplication du génome viral (226), fonction assurée par les protéines virales El et E2
en conjonction avec la machinerie de réplication cellulaire. Les PV utilisent un mode
de réplication bidirectionnelle initiée au niveau de l’unique origine de réplication
virale (on) située à l’extrémité 3’ de la LCR (6, 73, 255). El est la principale protéine
initiatrice de la réplication du génome viral. Elle lie l’on au niveau d’une séquence
palindromique d’environ 18 pb, qui contient 4 sites de liaisons de 5-6 pb agencés en
deux paires inversées (23, 24, 235). Toutefois, El lie ses sites avec une spécificité et
une affinité de liaison insuffisantes pour une initiation sélective au niveau de l’on in
vivo, qui requiert la protéine virale E2 (51, 143, 155, 202, 206, 256). Trois sites de
liaison pour E2 bordent la séquence de liaison d’El. E2 interagissant directement
avec El, les deux protéines lient l’ADN de façon coopérative, positionnant
spécifiquement El sur l’on. Le complexe ternaire E1-E2-ori est la base de
l’assemblage d’El sous forme d’hexamères encerclant l’ADN, forme active de
l’hélicase (203). La liaison d’El sur l’ADN permet la séparation des brins d’ADN,
séparation favorisée par l’enrichissement en bases A/T en bordure des sites de liaison
d’El, ces bases facilitant la séparation des brins d’ADN puisque deux liens
hydrogènes les relient contre trois liens formés entre les bases GC. Les détails de
l’initiation de la réplication par El seront présentés à la section 4.2.1.4.
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Figure 7 : Organisation de l’origine de réplication virale. La séquence de liaison
d’El, un palindrome contenant 4 sites agencés en paires inversées, est bordée par
trois sites de liaison pour E2. La protéine E2 lie avec une grande affinité au niveau de
ses sites, permettant un recrutement spécifique d’El sur l’origine. Une séquence riche
en bases A/T est située à proximité des sites d’El, favorisant la séparation des brins.
(D’après Titolo et al. (2003). J Virol 77:5172-91 (235))
3.2.2.1. Régulation de la réplication du génome viral
La réplication de l’épisome viral dépend dans un premier temps de la
machinerie de réplication cellulaire, présente et active dans la phase S du cycle
cellulaire et par conséquent, du maintien des cellules en division par l’expression des
oncogènes viraux. Dans un deuxième temps, les protéines virales El et E2 sont bien
entendu également requises, mais en plus de leur quantité absolue, leur abondance
relative a un impact significatif sur l’efficacité de réplication (45). Ainsi, par leur
effet sur la production des différentes protéines virales, les différents niveaux de
régulation décrits à la section 3.1.1 auront également un impact sur l’efficacité de la
réplication du génome.
Tout comme la transcription des protéines virales, la réplication du génome
varie à travers les couches épithéliales. La liaison de facteurs cellulaires au niveau de
la région contrôle contribue à cette régulation. Par exemple, la protéine cellulaire
CDP (« CCAAT displacernent protein ») est impliquée dans le contrôle de la
réplication du génome viral en début d’infection. CDP est un facteur de transcription
exprimé uniquement dans les cellules non différenciées et qui réprime la
transcription des gènes viraux précoces via sa liaison sur plusieurs sites de la région
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régulatrice (2, 171). En agissant sur la transcription, il régule à la baisse la quantité
des protéines précoces nécessaires à réplication du génome. Or, la réplication dépend
des niveaux d’El et E2 qui sont en compétition avec les facteurs cellulaires pour la
liaison à l’on. De plus, CDP possède un site de liaison entrecoupant celui d’El et
inhibe également la réplication en compétitionnant pour la liaison à l’ADN (164). Cet
exemple illustre donc comment les facteurs de transcription cellulaires peuvent
influencer la réplication du génome viral via la modulation de l’expression des
protéines virales et par compétition pour la liaison à l’ADN.
Enfin, on ne connaît pas bien les mécanismes régulant les transitions entre les
trois phases de réplication (établissement, maintien et amplification, voir section 3.1).
Lors de l’établissement du génome suite à l’infection d’une cellule basale, la
transcription initiale des protéines précoces, incluant El et E2, pourrait favoriser la
première phase d’amplification modérée, jusqu’à ce que la concentration d’E2 mène à
la répression des gènes précoces (voir section 3.1.1.). Puisqu’El et E2 sont produites
sous le contrôle du promoteur précoce dans les cellules non différenciées, la capacité
d’E2 d’activer ou réprimer la transcription au niveau de ce promoteur contribue au
contrôle du nombre de copies génomiques au niveau des premières strates cellulaires.
Les événements déclenchant la phase d’amplification massive sont également
peu compris. Dépendante de la différentiation des kératinocytes, elle repose
probablement sur la présence de protéines cellulaires ou d’une combinaison de
facteurs retrouvée dans ces cellules. De plus, la phase d’amplification coïncide avec
l’activation du promoteur tardif (105). Les transcrits initiés à ce promoteur, qui lui
n’est pas réprimé par E2, encodent notamment El et permettent ainsi l’accroissement
de sa production dans les cellules différenciées. On croit donc que cet accroissement
d’El permettrait un ratio El :E2 optimal pour la réplication et participerait ainsi à la
phase d’amplification (121, 177). De cette façon, l’augmentation de la réplication
générerait plus de copies de génome viral, ayant le potentiel de produire encore plus
de protéine réplicatives et ainsi amorcer une cascade d’amplification.
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3.2.3 Assemblage et sortïe
L’assemblage des virions a lieu au noyau dans les domaines ND10 où se
produit également la réplication du génome, suggérant un couplage entre
l’amplification du génome viral et son incorporation dans les capsides nouvellement
synthétisées au niveau des couches épihéliales les plus superficielles. Suite à leur
synthèse au cytoplasme, les protéines de la capside, Li et L2, entrent au noyau via la
karyophérine a2f31 (66, 166). La protéine L2 s’accumule dans les domaines ND1O où
elle recrute Li (40). Aussi, L2 est potentiellement impliquée dans l’encapsidation des
génomes viraux nouvellement synthétisés pour la génération des nouveaux virions
(95, 175). Les PV sont des virus non lytiques et sont donc libérés dans
l’environnement lors de la mort des cellules et de la desquamation.
Cette section a abordée l’étroite relation entre le cycle réplicatif des PV et la
différentiation cellulaire. La dépendance du cycle réplicatif viral envers un
environnement cellulaire changeant a longtemps freiné l’étude des PV par le manque
d’un système d’étude pouvant reproduire le contexte d’infection d’un épithélium
stratifié en laboratoire. Au cours des deux dernières décennies, le développement de
systèmes d’études a donc grandement profité à l’avancement de nos connaissances
sur le cycle réplicatif viral des PV.
3.3 Systèmes d’études biologiques
Bien que les PV infectent la plupart des vertébrés, aucun PV infectant les
souris n’a été identifié, excluant l’utilisation de cette dernière comme modèle d’étude.
Toutefois, l’utilisation de souris immunodéficientes auxquelles on greffe des tissus
humains susceptibles à l’infection (xénogreffe) permet la reproduction fiable des
caractéristiques macroscopiques, microscopiques ainsi que moléculaires d’une lésion.
Cette technique permet également de générer des stocks de virions. En substitut de la
souris de laboratoire, le lapin, hôte naturel du CRPV (« cotton-tail rabbit
papillornavirus »), est utilisé comme modèle animal d’infection. Le lapin est
27
notamment utilisé pour étudier la pathogénèse d’une infection à PV et pour le
développement de traitements et d’agents antiviraux.
Pour étudier les fonctions virales tardives telles l’amplification du génome et
la production des protéines tardives, on peut induire la différentiation des
kératinocytes en milieu semi-solide. La culture de kératinocytes en milieu semi-solide
de méthylcellulose permet l’expression de protéines caractéristiques aux
kératinocytes différenciés et ce, à l’intérieur de 24-4$ h (196). Afin de contourner la
difficulté de générer de grandes quantités de virions pour l’infection de cellules en
culture, on peut alternativement transfecter des génomes viraux dans des
kératinocytes, ce qui reproduit l’infection des cellules basales indifférenciées. Les
cellules maintenant l’épisorne viral sont par la suite sélectionnées et les fonctions
tardives étudiées par culture des cellules en milieu de méthylcellulose.
La culture organotypique permet de reproduire un épithélium stratifié en
laboratoire. Tout d’abord, on permet l’établissement du génome viral dans des
kératinocytes primaires humains de passages peu élevés. Les kératinocytes sont par la
suite cultivés sur un équivalent dermique comprenant des fibroblastes, ce qui permet
la croissance et la différentiation des kératinocytes à la surface air:liquide. Un tel
système de culture reproduit les différentes couches épithéliales et permet donc la
différentiation des kératinocytes, avec l’expression des gènes tardifs, l’amplification
du génome viral et la biosynthèse de virions qui en découlent. La culture
organotypique est mieux adaptée à l’étude des types oncogéniques puisque ces
derniers accroissent la durée de vie des kératinocytes primaires, permettant le nombre
de passages nécessaires. Chez les cellules contenant un génome d’un HPV à bas
risque, l’entrée en sénescence se produit après 2-3 passages (159). Toutefois, la
découverte d’une lignée de kératinocytes spontanément immortalisés (NIKS) (3) et la
disponibilité d’une lignée de kératinocytes immortalisés avec la sous-unité catalytique
de la télomérase Q< N-Tert ceil line ») (49) permettent maintenant l’étude
biomoléculaire des HPV non oncogéniques ou de génomes mutants ayant perdus leur
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capacité d’immortalisation. Ce système a l’avantage de permettre l’étude génétique
des fonctions des gènes viraux dans le contexte du cycle complet.
Enfin, selon le sujet à l’étude, d’autres outils sont disponibles. Par exemple, il
y a possibilité d’étudier la réplication, l’amplification et l’encapsidation du génome
viral dans un système hétérologue tel que la levure. Les différents outils pour l’étude
des HPV ont été récemment revus (37).
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4 INITIATION DE LA RÉPLICATION
4.1 Initiation de la réplication chez les eucaryotes
Dans une cellule humaine, environ 6 milliards de paires de bases doivent être
fidèlement répliquées en quelques heures lors de la phase S du cycle cellulaire.
Plusieurs origines de réplication sont donc mises à profit et ces régions peuvent
s’étendre sur 500 à 50 000 pb chez les mammifères. Des procaryotes aux eucaryotes,
l’assemblage d’un complexe de pré-réplication(pré-RC) précède l’initiation de la
synthèse d’ADN. Le pré-RC est formé en phase Gi et comprend le complexe de
reconnaissance de l’origine (ORC), lié à l’origine de réplication, auquel se sont
séquentiellement ajoutés Cdc6 et Cdtl, puis 6 protéines MCM (« mini-chromosome
maintenance proteins ») qui forment un complexe hélicase hexamérique. La
conversion du pré-RC en un complexe actif marque l’entrée en phase S et est assurée
par les Cdk de la phase S. En phosphorylant les protéines du pré-RC, celles-ci mènent
à la dégradation ou à l’export nucléaire de certaines protéines et à l’activation
d’autres, modifiant irréversiblement le pré-RC et penriettant la liaison de facteurs de
réplication additionnels, aboutissant ultimement à la séparation du duplex d’ADN et à
l’initiation de la réplication. Ainsi, l’activité des Cdk a un double rôle dans la
régulation de la réplication : l’activation du complexe d’initiation et la prévention
d’une ré-initiation à l’intérieur d’un cycle par l’inhibition de la formation d’un
nouveau pré-RC. Cette inhibition est assurée soit par le relâche de protéines de sur la
chromatine, leur export nucléaire ou encore leur dégradation.
Les protéines de la réplication sont alors recrutées à la fourche et la réplication
de l’ADN est alors amorcée. Au fur et à mesure que les brins d’ADN sont séparés,
l’ADN simple brin (ADNsb) est protégé et stabilisé par la liaison de RPA
(« replication protein A »), un complexe hétérotrimérique liant l’ADNsb. Entre en
action également la topoisomérase I (topo I), qui provoque des coupures transitoires
dans l’ADN afin de soulager la superhélicité produite par le déroulement de l’ADN.
La synthèse d’ADN est assurée par les ADN polymérases cellulaires réplicatives.
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Celles-ci sont recrutées sur leur long substrat d’ADN grâce à PCNA (« proliferating
ccli nuclear antigen »), lui-même chargé sur l’ADN par RFC (« replicationfactor
C »). PCNA encercle l’ADN et interagit avec plusieurs facteurs de réplication. Elle
procure ainsi une plateforme amovible pour le recrutement de protéines au niveau de
l’ADN. Ainsi recrutées à la fourche, les polymérases utilisent une amorce simple brin
pour répliquer fidèlement l’ADN dans le sens 5’-3’. Elles peuvent donc facilement
répliquer le brin d’ADN d’orientation 3’-S’. Toutefois, la réplication du brin
d’orientation inverse, appelé brin retardé, exige la synthèse d’amorces hybrides
d’ARN/ADN par le complexe quaternaire polymérase Œ/primase, amorces par la suite
allongées par une polymérase réplicative. Il en résulte des fragments de 100-200 pb
possédant des bases d’ARN à l’extrémité 5’ les fragments d’Okazaki. Les bases
d’ARN sont par la suite éliminées par la ribonucléase H, les trous remplis par des
polymérases, puis le brin unifié par une ADN ligase ($1, 124, 169).
4.2 Protéines initiatrices virales
La compréhension de l’initiation de la réplication chez les eucaiyotes a
grandement bénéficié de l’étude de la réplication du génome des petits virus à
ADNdb. À elles seules, les protéines initiatrices virales telles El et l’antigène grand T
(AgT) de SV4O reconnaissent l’origine de réplication virale, séparent le duplex
d’ADN, déroulent l’ADN en amont de la fourche de réplication et recrutent les
facteurs cellulaires requis à la réplication, fonctions assumées par plusieurs
complexes protéiques chez les eucaryotes. Leur domaine C-terminal possède une
activité hélicase similaire à celle du complexe MCM, alors que leur domaine de
liaison à l’ADN peut être comparé au ORC par leur liaison spécifique à l’origine de
réplication virale.
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figure 8: Schéma de la fourche de réplication chez les eucaryotes. Le complexe
hélicase MCM2-7 sépare les brins d’ADN afin de permettre la réplication des brins
d’ADN par les polymérases réplicatives. Ces dernières sont fixées à l’ADN grâce à
l’anneau de processivité PCNA, lui-même chargé sur l’ADN par RFC. La synthèse
du brin retardé nécessite la synthèse d’amorces par le complexe poi a/primase. Suite
au déroulement de l’ADN, les brins simples sont protégés et stabilisés par RPA.
D’autres protéines aux fonctions encore peu connues participent également à la
fourche de réplication. (D’après Johnson A. et M. O’Donnell (2005), Annu Rev
Biochem 74:283-315(110))
Pour la réplication de leur génome, ces virus profitent grandement de la
machinerie de réplication cellulaire. Ainsi, la réplication efficace du génome des PV
requiert, en plus des protéines virales El et E2, les polymérases Œ et , RPA, les topo
I et II, RFC etPCNA (126, 153). Par leur utilisation de la machinerie de réplication
cellulaire et la concentration des fonctions de complexes protéiques en une seule
protéine, les protéines initiatrices virales représentent des modèles fidèles et
simplifiés pour l’étude des mécanismes d’initiation de la réplication chez les
eucaryotes.
PNA
1
Brin avancé Brin retardé
32
Complexe de réplication chez les eucaryotes Réplication de l’ADN viral
Complexe —
ORC ère
CdcG Origine
Cdtl
,+MCM
Figure 9: Comparaison des protéines initiatrices eucaryotes et virales.
L’initiation de la réplication chez les eucaryotes nécessite d’abord le positionnement
du complexe de reconnaissance de l’origine de réplication, auquel s’ajoute
séquentiellement les protéines cdc6 et cdtl, puis le complexe hélicase MCM. Chez
les petits virus à ADN, ces fonctions sont assurées par une protéine initiatrice virale
qui à elle seule lie l’origine de réplication et s’y assemble en complexe hélicase actif
pour le déroulement de l’ADN.
4.2.1. L’hélicase virale El
4.2.1.1. Classification
Les hélicases permettent la séparation d’un duplex d’acides nucléiques en
dissociant les liaisons hydrogènes reliant les brins. Ces enzymes lient les acides
nucléiques et utilisent l’hydrolyse de l’ATP (adénosine triphosphate) comme source
d’énergie pour dérouler l’ADN. Les hélicases sont groupées en 3 superfamilles selon
la similarité et l’organisation de motifs conservés typiques aux hélicases. El
appartient à la superfamille d’hélicases 3 (SF3) (122). Les hélicases de cette
superfamille proviennent majoritairement de petits virus et possèdent en commun
trois motifs caractéristiques, soit A, B, et C, contenus dans une région d’environ 100
acides aminés (93).
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Le motif A, aussi dénommé motif Walker A, est impliqué dans la liaison du
NTP (nucléoside triphosphate) en interagissant directement avec le phosphate y du
NTP. Le motif B (ou motif Walker B) contient un résidu aspartate (charge négative)
conservé qui contacte l’ion Mg2, lequel est requis à l’hydrolyse du NTP (240). On
croit également qu’un résidu glutamate conservé activerait l’eau pour la réaction
d’hydrolyse (90). Enfin, le motif C (correspond au motif senseur 1) interagit avec le
phosphate y du NTP lié et on lui attribue donc un rôle dans la détection de l’état lié ou
hydrolysé du NTP (90).
Par sa capacité à lier et hydrolyser les NTP et le repliement caractéristique de
son domaine NiPase, El appartient également à la superfamille de NTPases AAA+
(ATPases associées à des activités cellulaires variées) (167). Cette superfamille est
caractérisée par la présence du motif C et englobe donc les hélicases de la SF3 (167).
Les domaines AAA+ sont présents dans plusieurs protéines impliquées dans le
remodelage des complexes protéines-ADN et particulièrement dans les protéines
initiatrices de la réplication. Les membres de cette superfamille possèdent les motifs
ATPase Walker A et B et senseur 1 (ou motif C) décrits précédemment, en plus de
motifs supplémentaires. Notamment, le motif senseur 2 contient une arginine
conservée qui interagit avec le phosphate y du NTP de la sous-unité adjacente,
percevant ainsi l’état de phosphorylation de la sous-unité voisine (93). Il occupe ainsi
une position clé pour la coordination entre l’hydrolyse du NTP et le mouvement des
domaines les uns par rapport aux autres, changement de conformation qui est
transmis au substrat (90).
4.2.1.2. Structure et fonctions
Composée, selon les différents types, de 593 à 681 acides aminés pour un
poids moléculaire variant entre 67,5 et 76,2 KDa, El est la plus grosse et également
la plus conservée des protéines des PV. C’est aussi la seule protéine virale ayant une
activité enzymatique. Elle est constituée de trois domaines fonctionnels,
jparticulièrement bien caractérisés chez HPVY 1 qui sera donc utilisé en référence dans
cette section.
Le domaine C-terminal, qui comprend les acides aminés 353-649, est le
domaine possédant l’activité enzymatique hélicase/ATPase. Ce domaine isolé
hydrolyse l’ATP, lie l’ADNsb et est actif pour le déroulement de l’ADN (22, 250).
C’est donc dans ce domaine que sont retrouvés les motifs hélicases conservés
discutés à la section précédente, concentrés entre les acides aminés 478 et 525. À
l’extrémité aminée de ce domaine se situe le domaine d’interaction El-El (acides
aminés 353-416), responsable de l’oligornérisation de la protéine (236). Le site de
liaison du NTP d’El n’est pas très restrictif, pouvant accommoder différents NTP et
dNTP (250). La structure tertiaire du domaine C-terminal est principalement
globulaire, avec comme noyau la topologie caractéristique des domaines AAA+, soit
un feuillet f3 replié en 5 brins parallèles bordé de chaque côté par plusieurs hélices u.
:t 2
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Figure 10 Structure du domaine C-terminal d’f 1. Schéma résultant du cristal de
HPV 18 E 1(438-631) où sont annotés les motifs qui interviennent dans la liaison du
NTP. (Abbate et aÏ. (2004). Genes Dey 18:1981-96 (1))
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Au centre d’El (aa 191-353) se trouve le domaine de liaison à l’ADN ( DNA
binding domain » ou DBD) (236). Bien que la protéine entière soit peu sélective pour
ses sites de liaison dans l’on, le DBD isolé présente une spécificité accrue. Il semble
donc qu’El possède deux types d’interaction avec l’ADN : une interaction sélective
conférée par le DBD et permettant la liaison à l’on, et une seconde non-spécifique
associée au domaine hélicase et impliquée dans l’altération de la structure de l’ADN
(217). En plus de son rôle dans la liaison à l’on, l’identification de mutations dans le
DBD affectant la réplication mais pas la liaison à l’ADN suggère que le DBD a
également une autre fonction pour la réplication de l’ADN (200). La cristallisation du
DBD a révélée une structure tertiaire très semblable au DBD de l’AgT, malgré la
divergence de leur structure primaire (61). Le DBD est composé d’un feuillet [3
central formé de cinq brins antiparallèles bordé de quatre hélices Œ (figure 12, p. 39)
(7, 61).
Enfin, le domaine N-terminal est le moins bien caractérisé. C’est à ce niveau
que se situe la plus grande variation entre les protéines E1 des divers PV, ceux du
groupe A infectant les muqueuses possédant des résidus supplémentaires (253). Les
166 premiers aa du domaine N-terminal d’HPVll El ne sont pas essentiels à la
réplication in vitro (4), les fonctions réplicatives essentielles étant concentrées dans
les deux autres domaines. Cependant, les protéines tronquées sont nettement moins
actives en réplication in vivo (69, 223), ce qui indique que le N-terminal affecte
l’efficacité de la réplication du génome viral. On lui attribue à cet effet un rôle dans la
régulation de la protéine ou de son oligomérisation. C’est d’ailleurs dans ce domaine
que sont localisées les séquences de localisation (SLN) et d’export nucléaires (SEN).
La SLN est bipartite et située entre les acides aminés 80-$5 et 120-125, alors que
l’export nucléaire est assuré par une séquence riche en leucines située entre les acides
aminés 96-116 (46). Aussi, le N-terminal possède un motif RxL hautement conservé
pour la liaison des cyclines (CBM) et trois sites de phosphorylation pour ces
complexes cyclines/Cdk (figure 11) (144), indiquant qu’El est régulée par ces
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kinases en fonction du cycle cellulaire tel qu’il en sera discuté dans la prochaine
section.
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Figure 11 : Schéma des domaines fonctionnels d’HPVll fi. A) El est constituée
de trois domaines fonctionnels la portion N -terminale est impliquée dans la
régulation de la protéine, le domaine central permet la liaison spécifique à l’origine
de réplication virale (on) alors que la partie C -terminale possède l’activité
hélicase/ATPase. C’est aussi à ce niveau qu’interagissent la polymérase a/primase et
la protéine virale E2. La région hachurée représente le domaine d’interaction El-El
impliqué dans l’oligomérisation. B) Eléments de régulation présents dans le domaine
N-terminal. Un motif RxL (carré orangé) permet l’association aux cyclines. Trois
résidus sérine sont phosphorylés par les complexes cyclines/Cdk2 aux positions 89,
93 et 107. La séquence d’export nucléaire (SEN) est soulignée et la séquence de
localisation nucléaire (SLN) bipartite est en caractères verts.
j4.2.1.3. Régulation d’El par des modifications post-traductionnelles
Tout comme les protéines initiatrices cellulaires, les protéines virales sont
régulées par diverses modifications post-traductionnelles. El est notamment modifiée
par phosphorylation sur plusieurs résidus et probablement par différentes kinases (35,
46, 144). Tel que mentionné précédemment, HPV El interagit avec les complexes
kinases cyclines A-E/Cdk2, des régulateurs clés du cycle cellulaire. Cette association
est notamment requise à la réplication efficace du génome viral des HPV (134, 144).
Chez HPV1Y El, quatre résidus sont phosphorylés par ces kinases, soit les trois
sérines du domaine N-terminal et une thréonine du domaine C-terminal (figure 11, p.
36). La phosphorylation des sérines est impliquée dans la localisation intracellulaire
d’El. Plus particulièrement, leur phosphorylation inactive la SEN, ce qui favorise la
rétention d’El au noyau et par conséquent, la réplication efficace du génome viral
(46). Concernant la phosphorylation de la thréonine en C-terminal, bien qu’elle
n’affecte pas la localisation cellulaire d’El, elle est également requise à la réplication
(46).
BPVY El est également régulée par phosphorylation par les cyclines/Cdk2
(35). Toutefois, l’impact de sa phosphorylation diffère de chez HPV El. Chez BPV1,
la phosphorylation n’est pas requise à la réplication in vivo. Néanmoins, elle affecte
également la sous-localisation cellulaire d’El. Contrairement à la phosphorylation
d’HPV El qui favorise sa rétention nucléaire, la phosphorylation de la sérine 283 du
DBD de BPVY El par les kinases de la phase S favorise l’export nucléaire, ce qui a
pour conséquence d’inhiber la réplication en contexte cellulaire (98). La
phosphorylation de BPVÏ El favoriserait donc l’export nucléaire d’EÏ lors de la
phase S et donc son continuel voyagement entre le noyau et le cytoplasme,
probablement dans le but de prévenir l’amplification du génome viral, qui est
incompatible avec la maintien de l’épisome dans les premières couches cellulaires
(9$). Mentionnons enfin qu’outre les complexes cyclines/Cdk2 (144), BPV El est
aussi phosphorylé par la caséine kinase 11(151) et les protéines kinases A et C (260),
du moins in vitro (132).
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El est présente à de très bas niveaux lors de l’infection, étant souvent même
indétectable. Sa production est faible, l’ARNm étant rarement épissé en faveur du
cadre de lecture d’El. Il semble également qu’El soit sujette à une dégradation plutôt
rapide (145). Les expériences réalisées sur BPV1 El révèlent qu’El est modifiée par
poly-ubiquitination et subséquemment dégradée par le protéasome (145). Cette
ubiquitination est catalysée par l’APC/C (« anaphase prornoting
complex!cyclosome ») (152), un complexe E3 ubiquitine ligase qui régule la mitose
et l’initiation de la réplication via la dégradation de protéines régulatrices telles les
cyclines et cdc6 (revu dans (181, 207)).
Mentionnons enfin que BPV1, HPV1a, HPV16 et HPV1$ El interagissent
avec Ubc9 (184, 185, 257), une protéine de conjugaison de type E2 impliquée dans le
transfert d’un groupement SUMO (small ubiquitin-like modifier) à un substrat, et que
conformément, BPVY El est sumoylé in vivo (184, 185). La sumoylation est une
modification post-traductionnelle réversible qui régule divers processus cellulaires
tels la réplicafion, le cycle cellulaire, et le traffic intracellulaire en affectant la
localisation cellulaire, l’activité ou encore la stabilité de la protéine modifiée (revu
dans (15)). L’impact de la surnoylation d’El n’est pas connu mais doit
vraisemblablement influencer l’une de ces trois caractéristiques chez El.
4.2.1.4. Mécanismes biochimiques d’initiation de la réplication
4.2.1.4.1. Liaison à l’origine de réplication
L’assemblage d’El à l’on s’amorce par la liaison coopérative d’un
homodimère d’E2 et de deux monomères d’El, positionnés sur l’ADN à l’intérieur de
deux sillons majeurs adjacents en position face-à-face (figure 12, p. 39) (63). Les
sites de liaison d’El sont espacés de 3 pb, distance optimale pour l’interaction entre
les DBD. Cette dirnérisation d’El sur l’ADN augmente la spécificité et l’affinité de
liaison d’El à ses sites et contribue par cette occasion à la stabilisation du complexe
initial (235). Le DBD établit deux types de contacts avec l’ADN à partir de deux
modules. Le premier module est une boucle qui établit un contact avec les trois
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premières bases du site de liaison hexanucléique d’un brin d’ADN. Les interactions
se font à la fois avec le squelette de désoxyribose phosphate de l’ADN et avec les
bases nucléiques. Par son interaction avec certaines bases, ce module est donc
responsable de la préférence d’El envers ses sites de liaison. Le second module de
reconnaissance de l’ADN est constitué d’une hélice et d’une portion de boucle. Il
interagit uniquement avec le squelette d’ADN du brin homologue et lie donc l’ADN
de façon non spécifique. Aussi, à l’intérieur d’un DBD, chaque module interagit avec
seulement un brin d’ADN et les deux modules contactent un brin différent de la
double hélice (63). Ces divers types contacts établis entre le DBD et l’ADN
expliquent bien la faible spécificité d’El envers ses séquences de liaison.
Figure 12 : Structure cristallographique d’un dimère de DBD d’El sur l’origine
de réplication. Les deux DBD d’El sont liés sur l’ADN en position face-à-face, à
l’intérieur de deux sillons majeurs adjacents. Chaque molécule de DBD effectue des
contacts avec les deux brins d’ADN, une boucle contactant un brin et une hélice et
une portion de boucle interagissant avec le second. Les séquences de liaison sont
indiquées en bleu. (Enemark et al. (2002). EMBO J 21:1487-96 (63))
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Suite à la liaison sur l’ADN d’un premier dirnère, deux molécules
additionnelles d’El se fixent sur les deux autres sites. Elles sont positionnées de telle
sorte que l’interaction spécifique avec les bases nucléiques établie par la boucle des
DBD d’un dimère soient avec un brin différent du duplex d’ADN, qui est le même
brin lié par le monomère de même orientation (figure 13, p.40) (63). Cet agencement
des monomères sur l’ADN concorde avec un modèle d’assemblage où chaque
hexamère encercle un brin différent d’ADN (1). La liaison du premier dirnère de
DBD produit déjà une légère distorsion de l’ADN, laquelle devient davantage
prononcée lors de la liaison du second dimère (63). Ainsi, la liaison d’El sur ses sites
produit un changement progressif et subtil dans la structure d’ADN, aboutissant en la
séparation des brins lorsque le complexe est formé (25, 63, 197, 198).
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Figure 13 : Positionnement d’un tétramère d’El sur l’origine de réplication. A)
Séquence de liaison de BPVY El dans l’origine de réplication virale. Chaque
monomère d’El contacte trois bases sur chacun des brins. Chaque site est représenté
par les flèches et les séquences reconnues sont surlignées selon la couleur
correspondante. B) Schéma où deux dimères d’El sont liés sur leur séquence
respective. Les deux molécules à l’intérieur d’un dimère contactent un brin différent
de la double hélice d’ADN, et les deux monomères de même orientation contactent le
même brin. De cette façon, l’ajout subséquent de molécules d’El favorise
l’assemblage de deux hexamères entourant chacun un brin d’ADN différent.
(Enemark et ai. (2002). EMBO J 21:1487-96 (63))
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Lors du processus d’assemblage du double hexamère, E2 doit être relâché du
complexe puisqu’il interagit avec El de telle sorte qu’il masque son domaine
d’oligornérisation (1). Une boucle d’El forme en partie la surface d’interaction avec
E2. Celle-ci semble bien positionnée, près du site de liaison du NTP, pour servir de
commutateur dans la déstabilisation du complexe E1-E2 (93). Un processus
allostérique où la liaison d’ATP (et non l’hydrolyse) relâche E2 du complexe est donc
envisagé (1), conformément à l’observation que la liaison de l’ATP affaiblit
l’interaction d’El avec E2 (250). Par la suite, des molécules additionnelles d’El
s’ajoutent pour former un complexe intermédiaire de double trimères qui, en présence
d’ATP hydrolysable, mène à la formation de double hexamêres actifs pour le
déroulement de l’ADN (199). Ainsi, la liaison coopérative d’El et E2 sur l’ADN
génère un complexe de reconnaissance de l’on de haute spécificité et permet
l’assemblage d’un double hexarnère de faible spécificité pour l’ADN mais
sélectivement positionné.
4.2.1.4.2. Déroulement de l’ADN
Un mécanisme pour le déroulement de l’ADN par les hélicases AAA+ a
récemment été proposé sur la base d’études cristallographiques (62). Le canal
protéique formé par l’hélicase est fortement chargé positivement. Un seul des brins
d’ADN passe à l’intérieur du canal, le second étant probablement détourné vers
l’extérieur par exclusion stérique (125). Par analogie avec l’AgT de SV40 dont le
domaine hélicase présente une forte homologie, une structure en épingle à cheveux
(« 3-hairpin ») du domaine hélicase générerait la première séparation des brins au
niveau de l’origine, laquelle est essentielle à l’oligomérisation subséquente de
l’hélicase autour d’un brin d’ADN (125). L’interaction des domaines hélicase avec
l’ADN se produit au niveau de ces structures en épingles à cheveux qui pointent vers
l’intérieur du canal, ces dernières étant agencées tel un escalier en colimaçon. Chaque
structure en épingle interagit avec le squelette d’ADN d’un nucléotide et l’escorte à
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travers le canal en fonction de la liaison et de l’hydrolyse d’ATP. L’hydrolyse de
l’ATP a lieu dans les sous-unités situées en haut de l’escalier, alors que l’ADP est
relâché en bas. Lors de la liaison de l’ATP, la sous-unité subit un changement de
conformation qui la place en haut de l’escalier où elle contacte le phosphate de
l’ADNsb du prochain nucléotide, qui commence ainsi son parcours à travers le canal.
On peut imaginer une cascade d’événements où l’ATP est séquentiellement hydrolysé
d’une sous-unité à l’autre, produisant une migration vers le bas de l’escalier et se
répercutant par la translocation de nucléotides (62).
Figure 14: Mécanisme de déroulement de l’ADN par El. Un des brins d’ADN
passe à l’intérieur du canal formé par l’hexamère alors que le second brin est dévié à
l’extérieur. A l’intérieur du canal, les monomères contactent l’ADN à partir de
structures en épingles à cheveux agencées en escalier en colimaçon. Les acides
aminés spécifiques des différentes sous-unités sont illustrés selon la couleur
correspondante. La position des acides aminés varie en fonction de la liaison et de
l’hydrolyse d’ATP. Après la complétion d’un cycle et la relâche de l’ADNsb,
l’épingle à cheveux au bas du canal (orange) retourne en haut de la spirale, où elle
établit un contact avec le prochain nucléotide qu’elle escortera à travers le canal.
(Raney KD (2006). Nat $truct Mol Biol 13;671-2 (183))
F
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4.2.1.5. Les partenaires d’interaction d’E 1
Comme le virus dépend de la cellule hôte pour se répliquer, ses protéines
doivent établir de multiples interactions avec les protéines cellulaires afin de modifier
l’environnement de la cellule et s’approprier sa machinerie en faveur de sa propre
réplication. Étant donné le rôle central d’El dans la réplication du génome viral, elle
doit donc interagir avec plusieurs protéines cellulaires impliquées dans l’initiation et
la régulation de la réplication. Des interactions avec de telles protéines ont déjà été
reportées. Les interactions reliées à sa régulation, soit les kinases et la protéine Ubc9,
ont été décrites à la section 4.2.1.2.
El interagit avec plusieurs facteurs de réplication cellulaires, d’ailleurs
essentiels à la réplication de son génome, soit le complexe pola/primase, RPA et la
topo I. La polŒ/primase interagit avec le domaine C-terminal d’El (4, 148). Ce
domaine est également la région d’interaction d’E2 (237) et les deux protéines lient
El de façon compétitive (4, 33, 148). Cette dernière observation semble suggérer une
différence temporelle de leur interaction avec El. E2 est impliqué dans les premières
étapes d’assemblage de l’hexamère à l’origine mais ne fait pas partie du complexe
hexamèrique actif. C’est donc suite à l’assemblage que la pol fL peut alors interagir
avec El pour initier la réplication du brin retardé.
La découverte de l’interaction avec la topo I est récente et peu documentée,
mais il semble que topo I interagisse avec deux régions d’El, soit le DBD et
l’extrémité C-terminale (aa 589-649) (99). Cette interaction stimulerait l’activité de la
topo 1(31) et favoriserait la liaison d’El sur l’origine de réplication (99).
RPA est un hétérotrimère dont les sous-unités font 70, 32 et 14 KDa. El
interagit avec la sous-unité catalytique de 70 KDa (RPA7O) (89). L’implication de
l’interaction entre une protéine initiatrice et RPA dans l’initiation de la réplication est
mieux documentée pour le SV4O, dont l’AgT est une hélicase virale semblable à El.
L’AgT interagit également avec RPA7O et recrute ainsi RPA sur l’ADNsb. En
présence d’une séquence simple brin de $ nucléotides, il y a formation d’un complexe
tertiaire AgT-RPA-ADNsb. Mais lorsque la séquence d’ADNsb s’allonge, l’hélicase
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AgT est relâchée du complexe RPA-ADNsb. Ce mécanisme permet le couplage du
déroulement de l’ADN avec le recrutement de RPA sur 1’ADNsb généré (109). De
façon intéressante, une inhibition de l’interaction entre El et RPA7O par l’ADNsb
dépendamment de la longueur de l’oligonucléotide a également été observée (142).
Des interactions entre El et des protéines impliquées dans la structure de la
chromatine ont également été décrites quoique peu documentées. Le domaine N-
terminal d’Ei a été démontré pour interagir avec l’histone Hi, histone reliant les
différents nucléosomes ensemble pour la compaction de l’ADN, cette interaction
résultant au délogement de l’histone Hi de sur l’ADN (225). Un composant du
complexe SWI/SNf de remodelage de la chromatine, Inii/hSNF5, interagit
également directement avec E! et est important pour la réplication de l’ADN viral
(129). El pourrait donc favoriser la réplication du génome viral en agissant sur
l’accessibilité de l’ADN.
De plus, des interactions avec les chaperonnes moléculaires Hsp7O et Hsp4O
ont été décrites et pourraient être impliquées dans la liaison de Ei sur l’origine et
l’assemblage en hexamères actifs (135, 136). Enfin, El interagit avec El-BP, une
protéine de fonction inconnue possédant un motif ATPase. Cette interaction semble
requise pour une réplication optimale de l’ADN viral (257).
Bien que plusieurs partenaires d’interaction de l’hélicase El soient déjà
connus, la présence de motifs conservés chez El des différents PV laisse présager que
certaines interactions/fonctions d’El restent à élucider. La prochaine section
s’intéresse aux outils expérimentaux permettant l’identification de nouveaux
partenaires d’interactions.
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5. IDENTIFICATION DE PARTENAIRES PROTÉIQUES
L’ère scientifique de la génomique a abouti au séquençage du génome humain
en entier en 2004. La surprise fut alors la quantité de gènes constituant le génome
humain, moins nombreux qu’estimé initialement. Il apparaissait alors que la
complexité des organismes évolués repose davantage sur la fine régulation de
l’expression des gènes et des interactions protéiques que sur la diversité des protéines
exprimées. Les protéines interagissent constamment entre elles, et ces différentes
interactions sont impliquées dans toutes les fonctions cellulaires, leur altération ou
dérégulation étant une source de maladies. C’est ainsi que les chercheurs se sont
donné le nouveau défi de disséquer les réseaux d’interactions protéiques, d’où la
nécessité d’avoir de bons outils pour étudier les interactions protéiques. Cette section
discute des méthodes permettant d’identifier les partenaires d’interaction d’une
protéine d’intérêt, discutant des points forts et désavantages des différentes méthodes.
5.1. Méthodes par criblage de banques d’ADN complémentaires (ADNc)
Un moyen d’identifier de nouveaux partenaires protéiques est de tester
l’interaction d’une protéine d’intérêt avec une multitude de protéines. Dans cette
optique, des banques regroupant les séquences codantes des protéines (ADNc) sont
disponibles. Par la suite, différents outils permettent de visualiser si une interaction
est possible entre la protéine d’intérêt et les protéines de la librairie. Elles pernettent
ainsi de tester rapidement et à large échelle une grande variété de protéines pour leur
interaction potentielle avec une protéine d’intérêt. II s’agit toutefois d’une méthode in
vitro, avec les inconvénients qui s’ensuivent. Tout d’abord. l’étude d’une interaction
en dehors du contexte physiologique peut générer de nombreux faux-positifs. d’où la
nécessité de confirmer les résultats positifs par d’autres méthodes. Ensuite. les
protéines n’étant généralement pas produites dans leur organisme d’origine, elles
peuvent présenter un mauvais repliement ou manquer certaines modifications post
traductioirnel les nécessaires à une interaction.
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5.1.1. La librairie de phages
Une des approches mettant à profit les banques d’ADNc est la librairie de
phages. Une banque d’ADNc est exprimée en fusion avec une protéine de la capside
d’un bactériophage de telle sorte que lors de l’assemblage des pliages, les diverses
protéines sont exposées à leur surface des virus. La protéine d’intérêt est fixée à un
support à laquelle on ajoute la librairie de phages. Suite aux lavages, les pliages qui
demeurent accolés au support sont ceux dont la protéine de surface interagit avec la
protéine d’intérêt. Plusieurs passages de phages sur la protéine immobilisée sont alors
effectués afin d’enrichir la population de pliages d’intérêts. Cette technique permet
d’étudier les interactions directes.
5.1.2. Les systèmes deux-hybrides
Alternativement, l’interaction entre deux protéines peut être criblée dans un
contexte cellulaire à l’aide d’un système deux-hybrides. La stratégie repose sur
l’utilisation d’un facteur de transcription dont la reconstitution permet l’activation de
la transcription d’un gène reporteur. Le succès de ce système dépend donc de
l’utilisation d’un facteur de transcription modulaire, c’est-à-dire dont les domaines de
liaison à l’ADN (DBD) et de transactivation sont fonctionnels lorsqu’isolés. De pius,
la proximité des domaines et non leur liaison directe doit être suffisante à l’activité de
transactivation. La protéine d’intérêt est donc fusionnée au DBD, et une banque
d’ADNc est fusionnée au domaine transactivateur. L’interaction entre la protéine
d’intérêt et une protéine de la banque provoque le rapprochement des deux domaines
du facteur de transcription, et l’interaction est détectée grâce à un gène rapporteur qui
est sous le contrôle du facteur de transcription. L’avantage de cette technique est
qu’elle est réalisable à grande échelle. Toutefois, elle peut générer des faux-positifs et
des faux négatifs car (i) la surexpression de protéines peut mener à des interactions
non-spécifiques, (ii) la fusion peut affecter la protéine, (iii) les protéines étant
généralement exprimées dans un système hétérologue (généralement de levure), elles
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ne possèdent peut-être pas les modifications post-traductionnelles requises et (iv), les
protéines ne sont peut-être pas normalement exprimées en même temps ou dans le
même compartiment cellulaire. La version la plus populaire utilise le facteur de
transcription Ga14 et est effectuée avec des levures. Plusieurs variantes sont
également disponibles, pour le criblage dans des cellules bactériennes ou de
mammifères (permet l’étude des interactions nécessitant certaines modifications post
traductionnelles ou des protéines qui ne se replient pas adéquatement dans des
levures), ou encore des systèmes utilisant une protéine de fusion autre qu’un facteur
de transcription, notamment pour la détection d’interactions de protéines
membranaires (211) (revu dans (77)).
5.1.3. La complémentation de fragments protéiques
Dans la même lignée que le système deux hybrides, la complémentation de
fragments protéiques (PCA) permet de détecter des interactions protéiques dans le
compartiment cellulaire approprié. Cette méthode repose également sur le criblage
d’une banque d’ADNc fusionnés à un domaine protéique dont la partie
complémentaire est fusionnée à la protéine d’intérêt, sauf que l’interaction entre deux
protéines, plutôt qu’activer la transcription d’un gène rapporteur, reconstitue un
enzyme dont l’activité sert d’indicateur. Encore un fois, différentes protéines de
fusion peuvent être utilisées. Par exemple, un tel système de criblage a été développé
à partir de la dihydrofolate réductase murine (DHFR). Cet enzyme catalyse la
réduction du dihydrofolate en tétrahydrolate requis pour la biosynthèse de la sérine, la
méthionine, des purines et du thymidylate. Cet enzyme est donc essentiel à la survie
cellulaire. Les deux fragments de la DHfR sont exprimés en fusion soit avec la
protéine d’intérêt, soit avec une banque d’ADNc dans des cellules dont le gène
DHFR est inactivé. La survie cellulaire en absence de nucléotides dépend alors de la
reconstitution de la DHFR conditionnelle à l’interaction des protéines de fusions. La
survie cellulaire indique donc une interaction. On peut par la suite quantifier et
localiser l’interaction par l’utilisation de méthotrexate conjugué à la fluorescéine
48
(fMTX). Ce dernier lie le DHFR reconstitué dans un ratio 1:1, alors que le fMTX non
lié est activement et rapidement exporté de la cellule. Le nombre de molécules IIVITX
retenues dans les cellules indique la quantité de complexes formés, et la localisation
cellulaire peut ensuite être observée par microscopie grâce à la fluorescéine. En plus
de permettre l’identification d’interactions entre protéines, la complémentation de
fragments protéiques utilisant la DHFR permet également de quantifier et de
visualiser l’interaction in vivo par microscopie à fluorescence. De plus, cette
technique permet d’étudier des interactions qui ne sont pas constitutives, qui se
produisent par exemple en réponse à un signal hormonal (187, 188).
5.2. Purification de complexes protéiques
Une seconde stratégie pour l’identification de partenaires d’interaction est de
purifier la protéine d’intérêt dans des conditions préservant les interactions et
d’identifier les protéines co-purifiées. Le développement de la spectrométrie de masse
(MS) a grandement favorisé l’utilisation de cette stratégie. La MS est un outil
puissant et sensible pour l’identification de protéines en fonction de leur masse et de
leur charge. L’utilisation du MS a d’abord été limitée par la difficulté d’ioniser et
transférer les biomolécules en phase gazeuse, étape requise à l’analyse par MS. Le
développement des méthodes d’ionisation par MALDI (« matrix-assisted laser
desorption ionization ») et électrospray à la fin des années 80 sont à la base d’un outil
puissant désormais adapté aux études protéomiques (68, 114). De plus, le
développement au début des années 90 des premiers algorithmes corrélant les
données de MS aux séquences protéiques des banques de données a contribué à
l’utilisation du MS pour des études à grandes échelles (146). Ainsi, le
perfectionnement de la MS coïncide avec la popularisation de la protéomique, faisant
de cette approche une technologie centrale. L’identification de protéines par MS peut
ainsi être jumelée à différentes techniques de purification de complexes protéiques,
notamment à la purification par chromatographie d’affinité, qui est beaucoup plus
simple, rapide et efficace que les méthodes biochimiques traditionnelles.
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Différents peptides de fusions sont aujourd’hui disponibles pour la
chromatographie d’affinité, allant de protéines connues aux peptides synthétiques. Par
exemple, les peptides synthétiques FLAG ou Xpress, pour lesquels des anticorps de
haute affinité ont été développés, la fusion à 6 histidines pour la purification sur
colonnes de nickel ou encore à la glutathionne-S-transférase (GST) sont fréquemment
utilisés. La GST est particulièrement intéressante car elle accroît souvent la solubilité
de la protéine fusionnée, est non-toxique et possède une affinité élevée pour la
glutathionne, sont substrat naturel. Elle convient donc bien à l’expression et la
purification de grandes quantités de protéines de fusion via l’utilisation de billes
couplées à la glutathionne. La fusion GST est couramment utilisée pour l’isolement
de complexes protéiques par « GST pulldown », où la protéine d’intérêt est
immobilisée sur une matrice de glutathioime-sépharose à laquelle on ajoute de
l’extrait cellulaire. Suite aux lavages, les protéines retenues sont celles qui
interagissent avec la protéine cible. La protéine cible et les protéines associées
peuvent par la suite être éluées par l’ajout de glutathioirne réduite qui compétitionne
avec la matrice pour l’interaction avec la GST.
L’immunoprécipitation est une autre chromatographie d’affinité permettant
d’isoler des complexes protéiques. Dans ce cas-ci, l’extrait cellulaire est incubé avec
un anticorps contre la protéine d’intérêt ou contre un marqueur qui lui est fusionné.
La protéine et les protéines associées sont par la suite précipitées par des billes liées à
la protéine A ou G, qui ont la propriété de lier la partie Fc des anticorps. Ces
différentes méthodes sont rapides, mais peuvent générer des faux positifs. De plus,
elles ne permettent pas d’identifier des interactions transitoires.
Pour augmenter la pureté des complexes purifiés, il est avantageux de
combiner deux étapes de chromatographie d’affinité (TAP pour «tandem affinity
purification »). Un exemple utilisant le domaine de la protéine A de Staphytococcus
aureus liant la région fc des anticorps et un peptide liant la calmoduline est présenté
à la figure 15 (p. 52). Une première chromatographie utilise des billes conjuguées à
des immunoglobulines de type G (IgG) et permet de retenir la protéine d’intérêt et ses
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partenaires grâce au peptide protéine A de la fusion. Suite aux lavages, les complexes
sont relâchés par l’action de la protéase TEV (« tobacco etch virus »), pour laquelle
un site est inséré entre les deux peptides du «tag ». La seconde chromatographie
utilise des billes conjuguées à la calmoduline qui lie la seconde partie du «tag » en
présence de calcium. L’élution finale peut donc être réalisée par chélation du calcium.
Ces deux étapes de purification étant réalisées dans des conditions physiologiques,
elles permettent l’isolement de complexes fonctionnels, préservant les interactions et
l’intégrité des protéines du complexe.
En combinant deux étapes de chromatographies de haute affinité, le TA?
permet la purification efficace de complexes protéiques de bonne pureté, la rendant
utilisable pour la purification de complexes dans des systèmes qui ne sont pas en
surexpression. En ce sens, le TAP peut être combiné à un système d’induction de la
protéine d’intérêt qui contrôle son niveau d’expression, évitant les interactions non
spécifiques qui peuvent survenir dans les systèmes en surexpression. On peut
notamment utiliser des systèmes d’induction utilisant la tétracycline ou encore
l’ecdysone. Ce dernier, moins connu, utilise l’hormone stéroïdienne ecdysone qui
circule librement à travers les membranes pour se fixer sur son récepteur nucléaire.
Dépendamment à la liaison de l’hormone, le récepteur dimérise puis subit une
transiocation sur l’ADN où il agit en tant que facteur de transcription activant
l’expression des gènes sous le contrôle de promoteurs contenant sa séquence de
liaison. Ce système d’induction profite de la bonne pénétration cellulaire de
l’hormone lipophile et de sa courte demi-vie, permettant une induction précise et
efficace. Le système d’induction à l’ecdysone produit une activité basale inférieure au
système utilisant la tétracycline (avantageux pour l’étude de protéines toxiques pour
la cellule) ainsi qu’un meilleur contrôle de l’induction (170). Elle est toutefois plus
coûteuse.
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La purification par TAP permettant l’isolation de complexes dans des
conditions se voulant physiologiques, elle a l’avantage de mener à l’identification de
relativement peu de faux négatifs et probablement peu de faux positifs (60, 115).
L’inconvénient, qui est vrai pour la plupart des chromatographies, est que la protéine
doit être fusionnée à un « tag », celui-ci pouvant potentiellement influencer la
protéine et donc la composition du complexe. Toutefois, les expériences réalisées
indiquent que l’addition du «tag » ne semble généralement pas avoir d’effet majeur
(59, $3). Aussi, la méthode ne permet pas à la base de distinguer entre les interactions
directes ou indirectes à l’intérieur du complexe, ou encore de discerner la présence de
sous-complexes. Toutefois, des variantes sont disponibles pour répondre à ces
questions. On peut d’abord analyser les complexes purifiés en maintenant les
interactions non covalentes à l’intérieur du spectromètre de masse (20$), puis
recommencer l’analyse après avoir déstabilisé les complexes en sous-complexes et
ainsi construire une carte d’interaction à l’intérieur du complexe (92). 11 est aussi utile
de refaire la purification en marquant les différentes protéines identifiées dans le
complexe afin de vérifier les composantes du premier complexe qui se retrouvent
dans les nouveaux complexes ainsi que l’apparition de nouvelles sous-unités. Ces
données permettent alors de définir des réseaux d’interactions entre complexes et
sous-complexes.
Le projet présenté concerne l’identification des partenaires protéiques
cellulaires de l’hélicase virale El d’HPVll. Étant donné les avantages discutés
précédemment, on a opté pour la purification de complexes par TAP suite à
l’expression de la protéine sous le contrôle d’un promoteur inductible à l’ecdysone.
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Peptide liant la calmoduline
B
lgG
Protéine d’intérêt
Site de clivage pour la protéase TEV Sépharose
Domaine de liaison aux 1gO de la protéine A
Peptidede TEV
fusion
EIBilles decalmoduline
Figure 15 : Purification de complexes protéiques par double chromatographie
d’affinité. A) Schéma du marqueur fusionné à la protéine d’intérêt. Il est constitué
de la portion de la protéine A de S. aureus qui lie les IgG et d’un peptide liant la
calmoduline, les deux peptides étant séparés par un site de clivage pour la protéase
TEV. B) La première étape de purification fait intervenir des billes conjuguées à des
IgG, qui retiennent les complexes via l’interaction du peptide de la protéine A. Suite
aux lavages, les complexes sont élués par l’action de la protéase TEV. La seconde
étape de purification utilise des billes liées à la calmoduline qui, en présence de
calcium, interagissent avec le peptide du marqueur. Suite aux lavages, la chélation du
calcium par l’EGTA permet l’élution finale des complexes. (D’après Puig et al.
(2001). Methods 24;218-229 (182))
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6. HYPOTHÈSE ET OBJECTIF
Les HPV possèdent un petit génome qui encode un nombre restreint de
protéines virales. Ces virus dépendent donc grandement de la machinerie de la
cellule-hôte pour l’accomplissement de leur cycle réplicatif. Ainsi, la plupart de leurs
protéines virales sont multifonctionnelles et assurent leurs diverses fonctions via
l’établissement de multiples interactions avec les protéines cellulaires.
Plusieurs partenaires d’interaction ont déjà été décrits pour la protéine virale
El (revus à la section 4.2.1.5, p. 43). El est la protéine la mieux conservée entre les
PV, ce qui reflète bien son rôle fondamental dans le cycle viral. Aussi, considérant la
présence de séquences protéiques d’El hautement conservées entre les divers types
de HPV pour lesquelles aucune fonction n’est encore assignée à ce jour, on a émis
l’hypothèse que d’autres partenaires d’interaction cellulaires sont impliqués dans les
diverses fonctions d’El. L’objectif était donc d’identifier les protéines cellulaires
interagissant directement ou indirectement avec El par la purification des complexes
cellulaires dans le(s)quel(s) se retrouve El et l’identification subséquente des
protéines présentent dans ce(s) complexe(s), pour éventuellement déterminer l’impact
des diverses interactions identifiées sur les fonctions d’El et la pathogénèse des HPV.
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ABSTRACT
Due to the limited coding capacity of their small genome, human
papillomaviruses (HPV) rely extensïvely on host factors for completion of their
life cycle. Accordingly, most HPV proteins, including the replicative helicase fi,
engage in multiple protein interactions. The fact that conserved regions of fi
have not yet been ascribed a function prompted us to use tandem affinity
purification (TAP) coupled to mass spectrometry to identify novel targets of this
helicase. This lcd to the discovery of a novel interaction behveen the N-terminal
40 amino acids of IIPV11 fi and the cellular WD repeat protein p80 (WDR48).
We found that interaction wïtli p80 is conserved among fi from anogenital HPV
but not cutaneous or animal types. Co-localization studies showed that El can
redistribute p80 from the cytoplasm to the nucleus in a manner that is
dependent on the fi nuclear localization signal. Three amino acid substitutions
in fi from HPV types 11 and 31 were identified that abrogate binding to p80
and its re-locahzation to the nucleus. In IIPV31 fi, these substitutions reduced
but did not completely abolished transient viral DNA replication. HPV3Î
genomes encoding bvo of the mutant fi were not maintained as episomes in
immortalized primary keratinocytes whereas one encoding the third mutant
protein was maintained at a very low copy number. These findings suggest that
the interaction of fi with p80 is required for efficient maintenance of the viral
episome in undifferentiated keratinocytes.
INTRODUCTION
Papillomaviruses (PV) are small, non-enveloped double-stranded DNA
viruses that induce hyperproliferative lesions of cutaneous and mucosal stratifled
squamous epithelia. They can infect the rnajority of higher vertebrates, with humans
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being the host for more than 100 different HPV types. Based on oncogenic
propensity, HPV types that infect the anogenital region are categorized as either low
risk types, such as HPV6 and 11, which cause genital warts, or high-risk types, like
HPV16, 1$ and 31, which induce dyspiasic lesions that can progress to cancer. The
viral replication cycle is tightly linked to the differentiation program of stratified
epithelia, the expression of viral proteins being rnodulated by intracellular changes
occurring as ceils differentiate toward the upper layers of the epithelium. The viral
replication cycle begins with the infection of an undifferentiated basal cell in which
the viral genome is established as an extrachrornosomal episome in the nucleus at 50-
100 copies, a number that is maintained until infected keratinocytes reach the upper
cell layers (reviewed in (15)). In those differentiated cells, the viral genome is
arnplffied to a high copy number, probably as a result of increased expression of the
viral replicative helicase El, brought about by differentiation-dependant activation of
the late prornoter (20, 37). The viral structural proteins, which are also expressed
from the late promoter, are produced in the upper layers of the epithelium where the
viral cycle is completed by encapsidation of the viral genome and release of newly
assembled infectious virions.
In addition to the cellular DNA replication machinery, only two virally
encoded proteins, El and E2, are required for viral DNA replication (5, 22, 57, 60).
E2 is a sequence-dependent DNA binding protein that recognizes specific sequences
in the viral origin of replication (or. E2 also directly interacts with El to help
recruit it to the origin. E 1, the most conserved protein among PV and the only one
with enzymatic activity, belongs to helicase superfarnily 3 (21). Although this
initiator protein is recruited to the on in its monomeric forrn, it must assemble into a
double hexarner to unwind DNA ahead of the bidirectional replication fork (reviewed
in (50)).
El is cornprised of three functional dornains. The C-terminal domain
possesses the helicase/ATPase activity and includes sequences involved in
oligomerization of the protein (55). The central portion of the protein contains the
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origin binding domain (OBD) that recognizes distinct sequences in the or albeit with
low afflnity and moderate sequence specificity (49, 54, 55). Not surprisingly, both the
OBD and helicase domain are required for DNA replication in vitro and in vivo (1).
In contrast to these two domains, the N-terminal portion of E 1 is required for viral
genome replication only in vivo but not in vitro (12, 51), thus suggesting that it has a
regulatory function. Accordingly, the N-terminal domain has been shown to contain
functional nuclear localization and export sequences, a conserved cyclin-binding
motif (CBM) needed for interaction with cyclin A/E-Cdk2 and several
phosphorylation sites for this kinase and others (10, 24).
In agreement with its central role in viral DNA replication, El has been
reported to interact with several cellular replication factors. These include the
polymerase Œ-primase complex, which synthesizes the RNA primer essential for
lagging strand synthesis and which is recruited to the viral replication fork through its
association with the C-terminal helicase domain of El (1, 7, 33, 56), the single
stranded DNA binding protein replication protein A (RPA) (14, 30) and
topoisornerase I (Topo I). Interaction of El with Topo I increases both the activity of
Topo I, needed for releasing the stress torsion generated by DNA unwinding, and the
binding of El to on (6, 17). The molecular chaperones Hsp4O and Hsp7O have also
been found to promote binding of E I to on as well as its subsequent assembly into
active double hexamers (2$, 29).
A number of studies have shown that E 1 is post-translationally modified, in
panticular by phosphorylation on several residues and by different kinases (8, 10, 25,
31). BPV and HPV El have been shown to bind to the cell cycle regulatory kinase
complexes cyclin A/E-Cdk2 through a highly conserved CBM in the N-terminal
region of the protein (8, 16, 27, 31). Phosphorylation by Cdk2 of specific serine
residues in the N-terminal region of HPV 11 E Ï abrogates its nuclear export, thus
prornoting its nuclear accumulation (10, 16). In addition, BPV El can be
phosphorylated on several other residues by casein kinase 11(34) and protein kinase
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A and C (63), at least in vitro. El is also subject to other post-translational
modifications. El from BPV and HPV1$ has been reported to associate with Ubc9, a
SUMO-conjugating enzyme, and can be sumoylated in vitro and in vivo (41, 42, 61,
62). Althougb the exact consequences of El sumoylation are stili unclear, one may
speculate by analogy with other systems (reviewed in (3)) tbat it could affect the
stability, activity or sub-cellular localization of tbe protein. BPV El bas also been
shown to be poly-ubiquitinated, a modification that triggers its degradation by the
proteasome (32). Ubiquitination of El is promoted by the anaphase-promoting
complex/cyclosorne (APC/C) (35), a multisubunit E3 ubiquitin ligase that regulates
mitosis by triggering the degradation of regulatory proteins such as cyclins (reviewed
in (40)). Accordingly, BPV El contains a destruction box (35), a motif found in many
APC/C substrates that is required for their ubiquitination by this E3 ligase (59).
Collectively, these findings point to El being highly regulated by association with
different post-translational modifying enzymes.
In addition to replication factors and regulatory proteins, Ei has also been
reported to interact with two proteins that could favor replication by rnodifying
chrornatin structure: histone Hi, that binds nucleosome-organized chromatin to create
an ordered, more compact DNA structure and which is dislodged from DNA upon its
interaction with Ei (52), and Inil/SNF5 (23), a subunit of the SWI/SNF chromatin
rernodelling complex. Finally, Ei also interacts with E1-BP, a putative ATPase of
unknown function (62). Mutations in Ei that prevent its association with Ei-BP are
unable to support viral DNA replication, suggesting a role for E1-BP in this process
(62).
Small DNA tumor viruses including PV encode only a few proteins and thus
must rely extensively on the infected ccli proteome for completion of their life cycle.
Accordingiy, most papilloma proteins are rnultifttnctional and have been shown to
engage in multiple protein interactions with cellular factors to carry out their
functions. The fact that highly conserved regions of El bave not yet been ascribed a
function provides a rational for thinking that novel cellular targets of this helicase
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remain to be discovered. We have used a tandem affinity purification (TAP) approach
to identify novel functions and interaction partners of E 1. We report here that the WD
repeat protein p80 associates with the N-terminal portion of El from low- and high
risk anogenital HPV types and that this interaction is required for efficient
maintenance ofthe viral episome in undifferentiated primary human keratinocytes.
MATERIALS AND METHODS
Plasmid constructions and mutagenesis. The Xpress-p$0 expression vector
was a kind gifi from Dr. Jae U. Jung (Harvard University, Boston) and has been
described (39). Ah HPVI 1 El sequences used in this study contained the previously
reported mutations inactivating the major splicing site (9). The conesponding
spiicing site in HPV3 1 El was also inactivated using two suent mutations (GCA
GGT
—
GCI GGC) since Western blot and microscopy data suggested that EYFP
fused HPV3 1 El was produced as a spliced, truncated form in cells. Proper
expression of full length, splice site mutated HPV31 El was confirmed by Western
blot analysis and its nuclear localization confinried by confocal microscopy (data not
shown). (V TAF fusions. HPV1 1 El sequences were amplified by PCR and cloned
into the vector pMzi (43) between the XhoI and NotI sites. For the TAP-HPV1 1
E1(353-649) construct, the $V40 nuclear localization signal sequence (5’-CCG AAG
AAG AAA AGG AAG GTG-3’) was also inserted into pMzi between the XbaI and
XhoI sites. (ii) G$T fusions. Ail HPV31 El and HPV1 1 F1 GST fusion plasmids
were constructed by inserting PCR-amplified El fragments between the BamHI and
EcoRI sites ofplasmid AB-401, a modified version ofpGEX-4T-1 (GE Healthcare)
in which a sequence encoding a six-histidine tag bas been inserted downstrearn of the
GST coding region. The N-terminal dornain of different PV types were defined by
amino acid sequence alignrnent with HPVY 1 E1(1-191) and are as follows: HPVÏ
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E1(1-159), HPV6 E1(1-191), HPVY6 E1(1-190), HPV1$ E1(1-197), HPV31 E1(1-
170), BPV1 E1(1-149), CRPV E1(1-148). (iii) fluorescent protein fusions. For the
HPVYY E1N-GFP construct, the DNA sequence encoding arnino acids 1-191 was
PCR-amplified and inserted into pGFP2-N1 (PerkinElmer) between the EcoRI and
BarnHI sites. The GFP-HPVI1 E1(1-649) expression vector was obtained by cloning
the full iength HPV11 El open reading frame (ORF) into pQBI25-FC1 (Qbiogene)
between the BamHI and Hindili sites. The EYFP-HPV3 1 El piasmid was obtained
by inserting the HPV3 Ï El ORF between the XhoI and BarnHI sites of the pEYFP
Cl vector (Ciontech). To obtain the RFP-p$0 expression piasmid, monomeric RFP1
(4) was first cioned between the KpnI and NotI sites of pcDNA3, and the p80-
ampiified ORF inserted between the NotI and XbaI sites. Site-directed mutagenesis
was perfon-ned using the QuickChange Site-Directed Mutagenenis kit (Stratagene).
Ail DNA constructs were verifled by sequencing. Primer sequences and additionai
details on the construction ofthese piasrnids will be made availabie upon request.
Ccli culture and transfections. The monkey epitheiiai ceii une COS-7 as
weii as the human epitheiial kidney (HEK) celi une 293 and its derivative EcR-293,
which expresses the ecdysone receptor, were grown in Dulbecco’s Modified Eagie’s
Medium (DMEM) suppÏemented with 10% FBS and 2 mM L-giutamine. for the
growth of stabiy transfected ceii les, the culture medium was suppiernented with 30
tg/rni bieocin (for EcR-293 ceiis) and 300 tg/m1 geneticin (for EcR-293 ceiis
expressing TAP-tagged versions of El) to maintain selection of the transgenes.
Human foreskin keratinocytes (HFK) were maintained in KGM (Cionetics) or in E
medium in presence of mitomycin C (Boehringer Mannheirn)-treated fibrobiast
feeders. Transfections of COS-7 and EcR-293 ceils were perforrned using the
iipofectarnine 2000 reagent (Invitrogen), uniess indicated otherwise. HfK were
transfected using the Fugene 6 reagent (Roche) according to the manufacturers
protocol.
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Tandem affinity protein purification (TAP). TAP was performed
essentially as described (19). A brief description ofthe rnethod is provided below. (I)
Construction of stable ceÏÏ unes. EcR-293 celis were transfected with TAP-tagged
expression plasmids using the calcium phosphate method. Plasrnid-containing cells
were isolated by a two week selection with G418. Single ceils were isolated in 96-
well plates and after expansion, tested for TAP-tagged protein expression upon a 24 h
induction with 3 tM ponasterone A (Invitrogen), an ecdysone analogue. Ceils were
lysed in ice-cold cdl lysis buffer (0.1% Triton X-100, 0.1 M Tris-HC1 pH 8.0). Total
cellular proteins were then separated on SDS-PAGE and TAP-tagged protein
expression visualized by Western blot analysis using an anti-Rpb 1 antibody (note that
the specificity of this antibody is irrelevant: rather it is the fact that it is an IgG
antibody that makes it bind to the protein A portion of the TAP-tag). Preparation of
whole cdl extracts (WCE). WCE were made fiom 7-$ g ofTAP-E1 expressing cells.
Cells were resuspended in 4/3 volume (ml/g of cells) of buffer A (10 mM HEPES
NaOH pH 7.9, 1.5 mM MgC12, 10 mM KC1, 0.5 mM DTT, 0.5 mM AEBSF, protease
inhibitor cocktail (Roche)) and hornogenized using a Potter Teflon-Glass
hornogenizer. One volume of buffer B (50 mM HEPES-NaOH pH 7.9, 1.5 mM
MgC12, 0.5 mM DTT, 0.5 mM AEBSf, 1.26 M potassium acetate, 75% glycerol) was
then added and a second homogenization step performed. WCE were cleared by a 3 h
ultracentrifugation at 124 500 g using a 50.2 Ti rotor (Beckman Coulter) and dialysed
overnight (10 mM HEPES-NaOH pH 7.9, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM DTT, 0.1 mM
potassium acetate, 10% glycerol). AIl steps were performed at 4°C. The salt
concentration afier dialysis was assessed by measuring conductivity. Prote in
purification. Binding to IgG sepharose beads (GE Healthcare) was perforrned in
buffer containing 10 mM Tris-HC1 pH 8.0, 100 mM NaC1, 0.1% triton X-100 and
10% glycerol for 1 h and then washed four times with the IgG binding buffer and
once with the tobacco etch virus (TEV) protease buffer (10 mM Tris-HC1 pH 8.0, 100
mM NaCY, 0.1% Triton X-100, 0.5 mM EDTA, 10% glycerol, 1 mM DTT). Protein
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complexes were then eluted overnight with lEV protease (Invitrogen) (30 U/g of
celis) in lEV buffer. Binding to calmodulin sepharose beads (Stratagene) was
performed in buffer containing 10 mM lris-HC1 pH 8.0, 100 mM NaCl, 1 mM
imidazole, 1 mM Mg acetate, 2 mM CaCl2, 0.1% triton x-100, 10% glycerol and 10
mM f3-mercaptoethanol. Final elution was performed in 10 mM Tris-HC1 pH 8.0, 100
mM NaC1, 1 mM imidazole, 1 mM Mg acetate, 2 mM EGIA and 10 mM 3-
mercaptoethanol.
Protein identification by mass spectrometry. Proteins co-purifying with El
were separated on SDS-PAGE, stained with silver or Sypro ruby (Bio-Rad) and gel
slices excised and digested with trypsin as previously described (19). Tryptic peptides
were identified by tandem mass spectrornetry (LC-MS/MS) with microcapillary
reversed-phase high-pressure liquid chromatography coupled to a LCQ DecaXP
(Thermofiirnigan) or a LIQ (ThermoElectron) quadrupole ion trap mass
spectrometer with a nanospray interface. Resulting peptide MS/MS spectra were
interpreted using the MASCOT (Matrix Science) software and searched against
proteins in the National Center for Biotechnology Information NCBI) non-redundant
protein database or Uniref protein database (2). Many peptide sequences were
confirmed by manual inspection ofthe spectrum.
Co-immunoprecipitation assays. All steps were perforrned at 4°C.
Transfected cells were lysed 48 h post-transfection in co-immunoprecipitation (co-IP)
buffer (50 mM lris-HC1 pH 7.5, 100 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% Triton x-100,
protease inhibitor cocktail, 1 mM DTT, I mM AEBSF) for 30 min. Protein
concentration of cleared WCE was determined using the Bio-Rad Bradford assay, and
then 1 mg of WCE was incubated with 1 ig anti-GFP or anti-Xpress antibodies for 90
min. Non-specffic aggregates were pelleted by a 10 min microcentrifugation at
14 000 g. Proteins were precipitated for 3 h with 25-30 i1 protein G-sepharose (GE
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Healthcare). The beads were washed 4 times with co-IP buffer and resuspended in 25
tl of 2.5x Laemmli buffer and the proteins analyzed by SDS-PAGE and/or Western
blotting.
Antibodies and Western blotting. The rabbit antiserum against the C-
terminal domain of p80 was kindly provided by Dr. Jae U. Jung (Harvard University).
The mixture of two mouse monoclonal antibodies against GFP was purchased from
Roche, the mouse monoclonal f3-tubulin antibody from Sigma-Aldrich, and the
mouse monoclonal antibody against the Xpress epitope and the Alexa Fluor 633-
conjugated antibody from Invitrogen. For Western blot analysis, proteins were
transferred onto PVDF membranes and detected using HRP-conjugated donkey anti
rabbit (GE Healthcare), sheep anti-mouse (GE Healthcare) or goat anti-mouse (Sigma
Aldrich) secondary antibodies, and an enhanced chemiluminescence detection kit
(GE Healthcare).
Confocal microscopy. COS-7 ceils were grown on coverslips. 24 h post
transfection, cells were flxed for 10 min with 4% paraformaldehyde in phosphate
buffered saline (PBS), permeabilized witb 0.2% Triton X-100 for 5 min when
required and the background quenched with a 10 min incubation in 50 mM NH4C1-
PBS. DNA was stained with TO-PRO-3 (Molecular Probes). For
immunofluorescence studies, celis were incubated with anti-Xpress antibody diluted
1:500 in PBS-2% milk for 1.5 h, followed by 1 h incubation with a 1:1000 dilution of
Alexa Fluor 633-conjugated secondary antibody. Cells were washed with PBS
between each step. Cells were mounted using Vectashield mounting medium (Vector
Laboratories). Images were acquired using a LSM51O confocal laser coupled to an
Axiovert 100M inverted scanning microscope (Zeiss, Toronto, CAN). Image analysis
was carried out using LSM Image Browser version 3.2.0.70 (Zeiss, Toronto, Canada).
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Purification of GST fusion proteïns and pulldown assays. GSI fusion
proteins were produced in E. Cou BL2 1 (DE3) (Novagen) as previously described
(47). For protein purification, bacterial celis were lysed in lysis buffer (50 mM Tris
HC1 pH 7.6, 1 M NaC1, 5 mM EDIA, 10% glycerol, 5 mM DIT, 0.1% NP-40 and
anti-protease cocktail) using a French Press at 1200 psi. Bacterial extracts were
cleared by centrifugation at 15 000 g in a Sorvali SS-34 rotor (Beckrnan Coulter) for
30 min. Supernatants were incubated with glutathione-sepharose beads (0E
Healthcare) for 3 h in low-salt lysis buffer (0.5 M NaC1). Immobilized proteins were
washed with 40 volumes of wash buffer (50 mM Tris-HC1 pH 8.0, 5 mM EDTA,
10% glycerol, 5 mM DII, 0.1% NP-40, 5 mM DTT) containing 0.5 M NaC1,
followed by another 40 volumes of wash buffer containing 0.2 M NaC1. GSI fusion
proteins were eluted with buffer containing 25 mM Tris-HC1 pH 8.0, 0.2 M NaC1, 1
mM EDTA, 10% glycerol, 5 mM DTT and 20 mM reduced glutathione. Following
dialysis against elution buffer without reduced glutathione, proteins were quantified
using the Bio-Rad Bradford assay. USI pulldown experiments were performed as
described in (47).
Transient HPV DNA replication assay. Short-term replication assays were
performed essentially as described (64). Iwo days prior to transfection, C33A cells
were seeded at 6x105 in a 10 cm dish. Celis were transfected with 3 jig ofpSG5-E1,
1 jig of pSG5-E2 and 1 ig of pGL3-ElLuc, which contains the viral origin of
replication. Low molecular weight DNA was harvested 72 h post-transfection by
HIRT extraction method and subsequently digested with KpnI to linearize the origin
containing vector, as well as with DpnI to digest any unreplicated DNA. Southern
blot was performed and replicated DNAs detected by hybridization with a 32P-labeled
HPV3 1 ElLuc DNA probe followed by autoradiography.
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HPV31 genome maintenance and amplification assays. Wild type and
mutant HPV3Y genomes (accession number J04353, (13)) were released from the
pBR322min plasmid (18) by restriction enzyme digest, foflowed by heat inactivation
of enzymes and unimolecular ligation with T4 DNA ligase (New England Biolabs).
The genomes were then precipitated in 35% isopropyl alcohol and 10% NaC1
overnight at -20°C and resuspended in TE (10 mM Tris-HCÏ, 1 mM EDTA pH 7.5).
Genomes were co-transfected with pSV2neo vector in HFK celis grown to 30%
confluence in 10 cm dishes. Afier 24 h, the transfected celis were trypsinized and
replated onto tissue culture dishes containing E medium with epidermal growth factor
and J2 fibroblast feeder celis. Afier 041$ selection was completed, HFK were
suspended in 1.5% methylcellulose-containing E medium (methylcellulose solution
was prepared as previously described (11)) to induce differentiation. Fibroblast
feeders were removed prior to celi harvesting at 0, 24 and 4$ h by 2 min treatment
with PBS containing 0.5 mM EDTA. Following centrifugation and washing, cells
were resuspended in DNA lysis buffer (400 mM NaCI, 10 mM Tris-HC1 pH 7.4, 10
mM EDTA, 50 jig/rnl RNase A and 0.2% SDS) and incubated overnight at 37°C.
Samples were then passed through an 1$-gauge needle 10 times to shear the DNA,
which was next extracted by phenol-chloroform followed by ethanol precipitation.
TE-resuspended DNA was finally analyzed by Southem blot as previously described
(53) to detect HPV3 1 genomic DNA.
RESULTS
Identification of the WU repeat protein p80 (WDR48) as a novel cellular
interacting partner of the HPV11 El helicase. Tandem affinity purification (TAP)
has become the rnethod of choice for efficient purification of cellular protein
complexes under native conditions. A TAP procedure adapted to human celis (19)
was therefore used to isolate cellular proteins that associate with the HPV1 1 El
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helicase expressed in HEK293 cells, a ceil une capable of supporting transient HPV
DNA replication (5, 9, 51). The TAP tag used in these experirnents consisted of two
IgG binding domains from Staphytococcus aureus protein A and a calmodulin
binding peptide. separated by a tobacco etch virus (TEV) protease cleavage site. This
TAP tag was fused at the N- and C-terminus of the complete HPV 11 E 1 helicase and
both fusion proteins were stably expressed in EcR-293 ceils under the control of an
ecdysone-inducible promoter (Fig. lA). Since we anticipated that the full length
HPV1 1 El (1 1E1fL) might be difficult to punfy under native conditions, functional
domains of the protein were also expressed in EcR-293 celis. Specifically, we chose
to express for subsequent purification the N-terminal regulatory domain alone (aa I -
191), a fragment spanning both the N-terminaL dornain and the origin binding domain
(OBD) (aa l-353) and the C-terminal helicase domain (353-649), the latter fused to
the SV4O NLS to ensure its proper nuclear localization (Fig. lA).
The levels of expression ofthe different E1 constructs before and afier a 24 h
induction with 3 iM of the ecdysone analogue ponasterone A are shown in Fig. I A.
Western blot analysis of HPVI I E 1(1-353)-TA? consistently revealed three bauds
that were observed in all stable clones tested. The larger one was of the expected
molecular weight for HPV11 El(l-353)-TAP whereas the two lower bands were
smaller and probably corresponded to proteolytic fragments since they were only
observed upon induction with ponasterone A. TA? of El-containing protein
complexes was then attempted from all cdl lines, under induced and non-induced
conditions (see Materials and Methods). Purified protein complexes were separated
on SDS-PAGE and visualized by Sypro ruby staining. Unfortunately. we have been
unable to purify 11E 1 FL or its C-terminal domain using the standard TA? procedure.
Although the exact reason for this is unclear our results are consistent with our
previous observation (5$) and that of others (44) that recombinant HPV1 1 El is
difficutt to purify unless high concentrations of salt are used ttwoughout atl
chrornatographic steps. In order to avoid disrupting the integrity of E 1 -containing
protein complexes, we did not consider the use of high salt concentrations during the
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TAP procedure. Fortunately, TAP using the N-terminal domain of HPV1 1 El
(1 ÏE1N), or this domain together with the OBD, was successful. The compositions of
the purified complexes analyzed by SDS-PAGE are shown in Fig. lB. Major protein
bands were eut, digested by trypsin and identified by tandem mass spectrometry (LC
MS/M$). This analysis led to the identification of two E 1 -associated proteins, namely
cyclin-dependant kinase 2 (Cdk2) and the WD repeat protein p80 (WDR48 or p80).
Cdk2, in complex with cyclin E or A, is known to interact with the N-terminal
domain of HPV1 1 El through a conserved cyclin-binding motif, RxL, located
between aa 123-127 (10, 31). The identification of Cdk2 validates the efficacy ofour
TAP procedure for the purification of E1-associated proteins. As for p80, little is
known about its function. Structurally, its main distinguishing feature is the presence
of 7 to 8 WD repeats in its N-terminal region (Fig. I C). Functionally, p80 was first
identified as an interaction partner of the Heipeseirus sairniri (HVS) tyrosine kinase
interacting protein (hp), an association that appears to facilitate lysosomal vesicle
formation (39). The amino acid sequence of p80 with the tryptic peptides identified
by MS (corresponding to 40% of the whole protein sequence) is shown in Fig. 1C.
b confirm the interaction of El with p80, we investigated if both proteins
could be co-immunoprecipitated in transient transfection experiments.
Immunoprecipitations (IP) were performed on whole cell extracts (WCE) made from
HEK293 ceils expressing hEiN or Y1E1FL fused to GFP, together with Xpress
tagged p80 (Fig. 2). In these experirnents, El was precipitated using a monoclonal
antibody against GFP and the presence of p80 in the precipitate assessed by Western
blotting with an anti-p80 polyclonal antibody. As shown in Fig. 2A, p80 was co
irnrnunoprecipitated by 1 hEiN, confirming that both proteins do interact in vivo, p80
was also eo-irnrnunoprecipitated with 1 YE1FL though at lower levels, presumably
due to its lower levels of expression cornpared to 1 lE iN. Furthermore, the co-IP of
1YE1FL with p80, as well as that of hEIN with p80, was clearly detectable when
p80 was irnmunoprecipitated with an anti-Xpress monoclonal antibody (Fig. 2B).
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Thus, our TAP procedure has allowed the identification ofthe WD repeat protein p80
as a new cellular binding partner of HPVLI El, an interaction that was confirmed by
co-IP.
Intracellular co-Iocalization of p80 and HPV1I El. While Il is primarily
a nuclear protein, p80 has been reported to be in the cytoplasm and to partially
localize to the late endosomal/lysosornal compartrnents (39). This led us to
investigate the cellular co-localization of these proteins by confocal microscopy using
GFP fusions of hEiN and 11E1FL. and Xpress-tagged p80. Expression and
migration of these fusion proteins at their predicted molecular weight was first
verified by Western btot analysis using anti-GFP or anti-Xpress antibodies (Fig. 3A).
Localization studies were done using three different celi unes (HEK293. C33A and
COS-7) with comparable resuits. Fig. 3B shows the pictures obtained for COS-7
cells. As anticipated, both the N-terminal dornain. which retains the bipartite NLS,
and I 1E1FL were predorninantly nuclear. Also. as previously reported (39), p80 was
observed almost exclusively in the cytoplasrn although it did not present the reported
punctate distribution of a protein localizing to endosomal compartments (Fig. 3B).
We also obtained the same diffuse cytoplasmic pattern using p80 fused to RFP, rather
than Xpress, in HeLa, HEK293 and QQS-7 celis. Furthermore, we did not observe
co-localization of p80 with LAMP-i, a marker of the late endosomes (data flot
shown). Thus under our experimental conditions, p80 is located throughout the
cytoplasm.
1 hEiN was found to co-localize with p80 in the three celi unes tested.
Strikingly, whereas p80 is cvtoplasmic in absence of El, it was re-localized to the
nucleus when co-expressed with hEIN (Fig. 3Q). In fact. in celis where hEiN was
expressed. p$O could be exclusively found in the nucleus. This does not necessarily
irnply that all of p80 is translocated to the nucleus during HPV infection as this may
depend on the amount of El produced. It does suggest. however, that the interaction
of 1 IE1N with p80 is neither weak nor transient. The redistribution of p80 by 1 1E1N
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was also observed in two epithelial ce!! !ines, HeLa (HPVI$-positive) and C33A
(HPV-negative) (data not shown). Importantly, re-localization of p80 was observed
a!so for 1 YE1FL (Fig. 3C) a!though some p80 remained in the cytop!asm. The fact
that 11E1FL is expressed at much !ower levels than hEiN (Fig. 2A and data not
shown) is !ike!y the reason why some p80 was flot re-!ocalized to the nuclear
cornpartment. We surmised that the E1-p$0 cornp!ex forms in the cytoplasm and is
then imported into the nuc!eus via the El nuc!ear !oca!ization signa! (NLS). b
va!idate this hypothesis, we showed that an 11E iN protein with a mutant NLS
(K83G/R84G) was unab!e to re!ocalize p80 to the nuc!eus (Fig. 3C). Co!lective!y,
these studies provided further evidence that El and p80 forrn a comp!ex in vivo,
which is irnported into the nuc!eus via the Eh NLS.
p80 binds to a short 30 amino acids sequence in the N-terminal domain of
HPVJJ El. To further confirm the interaction of Eh with p80 and develop a rapid
rnethod to map the region of Eh irnp!icated in p80 binding, we tested if both proteins
cou!d interact in g!utathione-S-transferase (GST) pu!!down assays. These experiments
were initia!!y perforrned using three different fragments of HPV1 1 El fused to GST
(Fig. 4A). Affinity co!urnns were prepared by immobi!izing GST and GST-E1 fusion
proteins on g!utathione-sepharose (GSH) beads at a concentration of 4 rng/ml and
then !oaded with EcR-293 WCE, washed, and the bound proteins e!uted with buffer
containing reduced glutathione. These e!uates were then ana!yzed by Western b!otting
for the presence of p80, and Cdk2 as a contro! (Fig. 4A). These experiments
confirrned that 1 1E1N (aa 1-191) interacts specffically with p80 in contrast to the
OBD (aa 191-353), which was used as a negative control. Interesting!y, a fusion
protein containing the N-termina! dornain and the OBD, but lacking the first 72 aa,
did not interact with p80 a!though it retained the abi!ity to bind Cdk2. This finding
suggested that the p80 binding site on Eh is contained, at least in part, within these
first 72 aa.
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To delineate further the minimal region of El required for p80 binding, a
series of C-terminal truncations starting at aa $0 were constructed and tested in
puiidown assays for their ability to bind p80 out of an extract (Fig. 43). These studies
indicated that aa 1-40 of I lEI are sufficient for binding p80. Weak binding to p80
was also observed for YYEI(1-35). Note that in ail of these experiments and
subsequent ones the eiuted proteins were anaiyzed on SDS-PAGE and stained with
coomassie blue to ascertain that a lack of interaction was flot due to a faiiure of the
GST fusion proteins to be properiy eluted (data not shown). Simiiariy, a series of N-
terminal truncations in 11EÏ(1-40) were created (fig. 4B). Binding to p80 was
retained when the flrst 10 residues were deleted but iost upon rernoval ofthe first 15
(Fig. 43). Thus, the minimal p80 interacting region on HPVI I El spans aa 10 to 40.
This region is predicted to fold as a short f3-sheet (spanning aa 17 to 25) by the PROF
secondary structure prediction program (45. 46).
The interaction bebveen E! and p80 is conserved among genital HPV
types. The GST pulldown assay described above was used to test if the interaction of
El with p80 was conserved among different types of PV (Fig. 4C). Specificaiiy, we
tested whether p80 could bind to the El N-terminai domains from one cutaneous type
(HPV1), two genital low-risk types (HPV6 and HPV1I), three high-risk types
(HPVÏ6, 1$ and 31), and the two prototypicai animal types bovine PV type 1 (BPV1)
and cottontail rabbit PV (CRPV). As shown in Fig. 4C, p80 binding was neither
detected with the cutaneous type El (HPVI) nor with BPV1 or CRPV El. In contrast,
the El proteins from ah genital HPV tested, inchuding those from how- and high-risk
types. bound to p80 (fig. 4C). Thus, the interaction between El and p80 appears to
be a conserved and specific feature of HPV infecting genital mucosal epitheiia.
Identification of amino acïd substitutions in HPV11 E! that abrogate its
interaction with p80. For the purpose of testing the biological significance of the
El-p8O interaction, we set out to identify mutant El proteins specificaily defective in
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p20-binding. Residues of the El p$0-binding domain that are highly among genital
HPV types were changed to alanine and the resulting mutant proteins tested for their
ability to bind p80. Five double aa substitutions (Fig. 5A) were introduced into GST
I1EY(l-40) and tested for p80 binding in pulldown assays. As shown in Fig. 53.
three ofthe five double aa substitutions (WF, VE, VI) severely irnpaired p80 binding.
Additionally, co-IP experiments were performed to confirm that these three
substitutions do indeed affect p80 binding (Fig. 5C). Plasmids expressing GFP
11E1FL, either the wild type (WT) or one of the tbree mutant proteins, were co
transfected with the Xpress-psO expression vector in HEK293 celis. IP of p80 was
carried out 4$ h post-transfection using an anti-Xpress antibody and the precipitates
analyzed for the presence of El, as welI as p80 protein as a control, by Western
blotting. As shown in Fig. 5C, none of the tbree 1IE1FL mutant proteins co
precipitated with p80 as compared to WT E 1. indicating that they are also unable to
associated with p80 in vivo. Finally, we investigated the effect of these three
substitutions on the ability of 1IE1N-GFP to re-localize RFP-p80 from the cyloplasm
to the nucleus (Fig. 6). p80 was found to remain cytoplasmic in ceils expressing the
three mutant El proteins in contrast to ceils expressing WT 1 IE1N where it was re
localized to the nucleus. From a mechanistic point ofview, this resuit provided strong
evidence that re-localization of p80 by 1 ÏEYN depends on an interaction between
both proteins.
Construction of mutant HPV3J fi proteins defective for p8O-binding.
Because functional assays involving immortalization of primary keratinocytes with
cloned HPV genomes can only be performed with high-risk HPV types, we
engineered the same three aa substitutions as above in HPV3I El. First, we
introduced them in the N-terminal domain of HPV3 1 (aa 1-170). and confirmed by
GST pulldown assays that they also affect binding to p80 in this context (Fig. 7A). As
a control we showed that the mutant proteins retained the ability to bind Cdk2 (Fig.
7A), thereby indicating that their overali structure is not grossly altered. Next, we
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performed a series of confocai microscopy studies to test the effect of these
substitutions on the intracellular localization of full length HPV31 El (31EYFL)
fused to EYfP in COS-7 ceils. As anticipated, the mutant El proteins stili
accumulated in the nucleus, like their WT counterpart (data not shown and fig. 73).
Satisfyingly, we found that WT EYFP-3ÏEIFL could re-localize p80 to the nucieus,
whereas the mutant proteins did flot (Fig. 7B). Together these resuits indicate that
these three aa substitutions do affect the ability of HPV3 1 El to interact with p80 in
vitro as well as in vivo.
Transient replication activity of HPV31 El proteins defective for p80-
binding. To investigate if the E1-p$0 interaction is needed for viral DNA
replication. we tested whether the p$0-binding defective HPV3 I El mutant proteins
described above were capable of supporting transient HPV DNA replication in C33A
cells. As shown in Fig. 8A. ail three mutant proteins could support transient
replication albeit at a reduced level cornpared to the wild type protein. b investigate
if this repiication defect was due to a reduced accumulation of the mutant proteins,
we determined their steady-state levels in C33A ceils, relative to that ofthe wild type.
However, since there are no anti-E I antibodies suitabie for such studies, we
investigated accumulation of wild type and mutant El fused to EYFP, which can be
visualized by western blotting with an anti-GFP antibody. These studies showed that
all three mutant proteins were expressed at leveis comparable to that of the wild type
at 24, 4$ and 72 h post transfection, indicating that their replication defect is flot due
to reduced accumulation. In fact, we consistently noted that the WF mutant, and to a
lesser extent the VI mutant. accumulated at slightly higher levels than wild type El.
Collectively. these results suggest that the interaction of El with p80 is required for
efficient viral DNA replication although sorne basal levels can still occur in its
absence.
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Ability of the mutant HPV31 fi proteins to support maintenance and
amplification of the viral episome in primary human keratinocytes. To further
investigate the significance of the E1-p80 interaction in the HPV life cycle, we
exarnined whether the three aa substitutions in El that abrogate p80 binding had any
effect on the maintenance of the HPV3 1 episome in human foreskin keratinocytes
(HFK). To do this, we transfected circular WT and mutant HPV3I genomes into
primary HFK along with a G4 1 8-resistance marker, and subsequently selected and
expanded drug-resistant immortalized ceil clones. Southern blotting was then used to
determine the status of the viral genome in these ceil clones prior to or following 24
or 48 h of growth in methylcellulose to induce cellular differentiation and
amplification of the viral episome. As shown in Fig. 9, two of the mutant genomes,
mWF and mVE, were flot present in episornal form whereas the third one, mVI, was
present at a much reduced copy number cornpared to the wild type. for the mVI
mutant, some levels of amplification were detected upon differentiation in
methylcellulose. Similar resuits were obtained with HFKs from a different donor
(data flot shown). Collectively, these results suggest that the E1-p$O interaction is
important for maintaining wild type levels of episomes in undifferentiated cells but
may flot be essential for the differentiation-dependent amplification ofthe genorne.
DISCUSSION
In this study. we used a TAP approach coupled to mass spectrometry (MS) to
identify cellular interacting palmers of the Fi helicase from HPV1I. This led us to
the discovery of a novel interaction between the N-terminaL 40 aa of HPV 11 E 1 and
the WD repeat protein p80, an interaction that is specific to low- and high-risk genital
HPV types. Our study of El mutants defective in p80 binding suggests that this
interaction is important for maintenance of the viral episome in undifferentiated
keratinocytes.
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Identification of p80 as a new cellular target of the El helicase from
genital HPV. Purification of E1-associated cellular proteins yielded p80 as a new
interaction partner of E 1, a finding confirmed by co-IP and co-localization studies as
wcll as by protein affinity chromatography (GST pulldowns). TAP-purification of El
also identified Cdk2, which was already known to interact with El in association with
cyclins A or E through a conserved CBM, thus validating our approach. p80 is a
protein whose cellular function remains largely unknown. It is expressed in most
tissues. including skin. Furtherrnore, we have shown that the endogenous p80 protein
can be purified by GST-E1 affinity chromatography not only from HEK293 celis but
also from the HeLa and C33A ce!! unes (data flot shown). The main structural
features of p80 are the presence of 7-8 WD repeats in the N-termina! ha!f of the
protein and of a putative coi!ed-coi! domain in the C-termina! part. WD-repeat
domains are found in 1-2% of eukaryotic proteins of rnany diverse functions. Most
structurally characterized WD repeat proteins contain seven such repeats, although
not a!! are readi!y identifiable by sequence alignrnent. These repeats fo!d into a seven
bladed f3-prope!!er that serves as a stable platform for protein interactions (reviewed
in (26. 48)). Accordingly, our pre!iminary mapping data suggests that the WD repeats
of p80 are mediating its interaction with El (unpublished).
Characterizatïon of the E1-p80 interaction. We determined that the
minimal p80 binding domain on El spans aa 10 to 40. This region contains many
non-polar residues consistent with it being a hydrophobic protein interaction
interface. By mutagenesis of residues conserved between genita! HPV types, we
identified three aa doublets critical for p80 interaction that lie in a region predicted to
fold as a f3-sheet (45. 46). Co!!ectively, these observations suggest that El binds to
p80 through a hydrophobic 13-sheet. Our data a!so point toward this interaction being
re!atively strong and stable. To begin with, p80 was co-purified with El by TAP in
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nearly stoechiometric amounts (fig. 1). Furthermore, substantial quantities of p80
could also be purified from WCE by GST-E1 affinity chromatography (fig. 4 and 7
and data flot shown). p80 is in fact the predominant protein in E1-affinity colurnn
eluates analyzed by SDS-PAGE and silver stammg (data flot shown). Lastly, the fact
that p80 can be efficiently translocated from the cytoplasm to the nucleus (fig. 6 and
7) also argues for a stable interaction. Re-localization of p80 by the 1 1EÏN was
highly efficient such that almost ail of p80 was nuclear in celis expressing this El
fragment. If the interaction was transient, we would expect a fraction of p80 to
remain cytoplasmic. We have begun to address the mechanism by which p80 is
redistributed to the nuclear compartment. Thus far we have gathered evidence that the
interaction of El with p80 is needed for this redistribution, as mutant fi protein
defective in p80 binding do flot re-localize it to the nucleus. We have also shown that
the integrity of the El NLS is important for p80 relocalization. Ihus, our current
model is that the El-p80 complex forrns in the cytoplasrn and is imported to the
nucleus via the El NLS. As HPV El has been shown to shuttie between the nucleus
and cytoplasm (10), there might be many opportunities for El to interact with p80
and efficiently bring it into the nucleus.
Known functions of p80. p80 was first isolated as a cellular protein that
associates with the tyrosine kinase-interacting protein (Tip) from the lymphotropic
Herpesviriis sairniri (HVS) (39). Tip, as its name suggests, also associates with a
kinase, Lck, involved in 1-ceil receptor (1CR) signaling (39). Interestingly,
interaction of Tip with Lck and p80, through separate domains, resuits in lower ce!!
surface expression of the 1CR and of CD4, respectively, perhaps as a mean of
immune evasion. The interaction of Tip with p80 was found to induce the formation
of large cytoplasmic vesicles into which the 1CR is recruited for down-regulation
(3$, 39). The group which performed these studies also reported that p80 is localized
to the late endosorne and lysosome. Specifically, they showed by
immunofluorescence that Xpress-tagged p80 displays a punctate staining in CO$- 1,
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HEK293T and Jurkat-T ceils. and co-localizes significantly with LAMP1 in Jurkat-T
celis. However, in our hands, the same Xpress-tagged p80. or p80 fused to RFP. was
distributed throughout the cytoplasm in ail the ccli unes tested (HeLa, C33A,
HEK293 and COS-7 ceils) and did not co-localize with LAMPI (data not shown).
Although we do flot know the reason for this discrepancy. it may be related to
different levels of p80 expression, which we kept as low as possible in our
experirnents.
Possible functions of the f 1-p8O interaction in the HPV life cycle. b
address the function ofthe E1-p$0 interaction, we took the approach of identifying aa
substitutions in El that specificaiiy abrogate p80 binding and examined their effect
on the maintenance and differentiation-dependent amplification of the HPV3 1
episorne in immortalized HFK. Three double aa substitutions were isolated. within a
10 aa stretch of El, which abrogated its interaction with p80 but had no effect on its
binding to Cdk2 or nuclear locaiization. Thus. ail three substitutions appeared to
specifically impair p80 binding. Mutant El proteins bearing these substitutions were
capable of supporting transient HPV DNA replication, albeit at a reduced level. This
data is consistent with a previous study showing that truncation of the first 80 aa of
HPVYÏ El. and thus encompassing the p80 binding domain, reduces transient
replicafion in vivo (51). The fact that these mutant proteins retained sorne, albeit
lower, repiication activity suggest that the E1-p8O interaction is not essential for
DNA replication per se and is consistent with our previous report that the N-terminal
166 aa of HPVII Fi are not required for HPV DNA replication in vitro (1). On the
other hand. the observation that these mutant proteins were not as active as wild type
Fi suggests a role ofthe E1-p$0 interaction in maintaining high levels ofreplication.
Efficient viral DNA replication might be of crucial importance for the long term
maintenance ofthe episome in infected cells. In support ofthis notion, we found that
mutant HPV3 I genomes bearing the p$0-binding substitutions were either not
maintained or maintained only at a much lower copy number in immortalized HFK.
$1
Our current working mode! is that the reduction in repiication efficiency brought
about by substitutions in El affecting p80-binding ieads to a graduai ioss of the virai
episorne over severai celi divisions. However, we cannot ruie out at this point that the
E1-p$O interaction plays additionai roles in episomal maintenance, such as a roie in
segregation of the episorne, for exampie. Importantly, our resuits suggest that
interfering with the E l-p$O interaction wouid resuit in the ioss of the virai episome
from infected celis and hence rnight be a vaiuable antivirai strategy for the treatment
ofHPV infections.
Interestingiy, we have shown recentiy that the N-terminal domain of El
contains a conserved DxxD caspase-3 cieavage site iocated irnmediateiy C-terminai
of the p8O-binding region and that caspase-3 is activated in HPV3 1 -containing
keratinocytes upon differentiation (36). Furtherrnore, either mutation of the cleavage
site or inhibition of caspases using a smail-rnoiecule inhibitor impairs virai genome
ampiification (36). These findings suggest a mode! where capase-3, activated upon
keratinocyte differentiation, wouid cieave El and rernove its p80-binding site; a
mode! consistent with the finding that the rnVI mutant El proteins defective for p80-
binding retains the abiiity to support differentiation-dependent ampiification. An
intriguing possibiiity that is currentiy being tested in our iaboratories is that caspase
3-mediated removai of the p$0-binding site increases the activity and/or accurnuiation
ofEl in order to promote ampiification ofthe virai genome.
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FIGURE LEGENDS
Figure 1. Identification of ce]Iular proteins that interact with HPV11 El.
A) EcR-293 stable celi unes expressing different TAP-tagged constructs of HPV1 1
El under the control of an ecdysone inducible promoter. Protein expression was
analyzed by Western blotting after a 24 h induction with (+) or without (-) 3 jiM
ponasterone A (Pou. A), an ecdysone analogue. The structures of the different TAP
tagged El are diagrarnmed on the left. The arnino acid boundaries of the N-terminal
(N), origin-binding (OBD) and helicase dornains are indicated. The location of the
cyclin-binding motif (CBM) is indicated by a dark grey bar. The hatched bar in
HPV1 1 E1(353-649) represents the SV4O nuclear localization sequence that
attached to this construct. 3) TAP-purified protein complexes from cells expressing
HPV11 E1(1-191) and E1(1-353). Purified proteins were separated on SDS-PAGE
and stained with Sypro ruby. Major protein hands indicated by arrows were excised,
trypsin-digested and identified by LC-MS/MS analysis. (WDR48; WD repeat protein
p80, CDK2; cyclin-dependent kinase 2). Some leaky expression of both TAP-tagged
constructs lcd to the purification of E I and its associated proteins even in uninduced
EcR-293 cells, but in rnuch lower arnounts. C) Amino acid sequence of p80. The
putative WD dornains are shown in italics and the tryptic peptides identified by mass
spectrometry underlined.
Figure 2. p80 interacts with HPV11 El in co-immunoprecipitation
assays. Co-immunoprecipitation of Xpress-fused p$O with GfP-fused HPV1 1 E 1(1-
191) (hEIN) and fulÏ-Ïength HPV1I E1(l-649) (IIE1FL). HEK293 celis were
transfected with the indicated combination of expression vectors, harvested 4$ h post
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transfection and whole celi extracts submitted to immunoprecipitation using either
anti-GfP (A) or anti-Xpress (B) antibodies. (IgG = Antibody heavy chains, IP =
immunoprecipitation, lB = immunoblot)
Figure 3. Intracellular locahzation of p80 and HPV1J El in COS-7 celis.
A) Expression levels of GfP-E1 and p80 fusion proteins. COS-7 ceils were
transiently transfected either with 1 1E1N-GFP, GFP-1 1E1FL, or Xpress-p8O
expression vectors. Cells were harvested 24 h post-transfection and whole ccli
extracts submitted to Western blot analysis. 3) Cytoplasmic localization of p80 and
nuclear localization of 1 1E1N-GFP and GFP-1 YE1FL in COS-7 cells. DNA was
stained with 10-PRO-3. C) Cellular co-localization ofXpress-p80 with 1 1E1N-GFP,
GFP-1 1E1FL or I 1EÏNmNLS-GFP in COS-7 cells.
Figure 4. Mapping of a p80 binding domain on fi and interaction of p80
with fi from different papillomaviruses. A) p80 interacts with the N-terminal
dornain of HPV1 1 El. The indicated HPVY 1 El fragments were expressed as GST
fusions in bacteria and used in pulldown assays using EcR-293 whole celi extracts.
Bound proteins were separated on SDS-PAGE and analyzed by Western blotting
using antibodies directed against p80, or against Cdk2 as a positive control. B)
Mapping of p80 interaction domain on HPV 11 E 1. Short N-terminal peptides of
HPV11 El were expressed as GST fusions in bacteria and tested for p80 binding in
pulldown assays as indicated above. The location ofthe p80 interaction domain on El
is illustrated. C) Interaction of p80 with El from different papillomavirus types. El
N-terminal domains of one cutaneous HPV type (1), two genital low risk HPV (6 and
11), three genital high risk HPV (16, 18 and 31), BPVY and CRPV were expressed as
GST fusions and tested for p80 binding in puildown assays as above.
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Figure 5. Amino acid substitutions in HPV11 El that abrogate its
interaction with p80. A) Amino acid sequence alignment of the p80 interaction
domain of E 1 from different anogenital HPV types. Boxed amino acids were mutated
to alanine. B) Double alanine substitutions were introduced into GST- 11E 1(1-40) and
the resulting mutant proteins used in pulldown assays with EcR-293 whole ceil
extracts. Bound proteins were separated on SDS-PAGE and analyzed by Western
blotting using a polyclonal anti-p$0 antibody. C) Alanine mutants in GFP- 11E 1 fL
abrogate its interaction with p80 in co-immunoprecipitation assays. Plasmids
containing GFP-fused wild type (WT) or mutants (m) 11E1FL were co-transfected
with Xpress-p$0 expression vector in HEK293 celis. Whole cdl extracts were
prepared 48 h post-transfection and submitted to immunoprecipitation using an anti
Xpress antibody. Precipitated proteins were analyzed by Western blot analysis using
anti-GfP antibody, or anti-p$0 antibody as IP control.
Figure 6. Mutant El proteins fail to re-localize p80 from the cytoplasm
to the nucleus. A) Expression of RFP-p80 fusion protein. COS-7 ceils were
transiently transfected with the indicated expression vectors, harvested 24 h post
transfection and whole celi extracts subrnitted to Western blot analysis with an anti
p80 antibody. 3) COS-7 cells were co-transfected with RFP-p8O and wild type (WT)
or mutants (rn) 1 ÏE1N-GFP expression vectors for cellular localization studies.
Figure 7. HPV31 El proteins defective for p80 interaction. A) The three
El double amino acid substitutions previously shown in HPV1 1 El to abrogate
interaction with p80 were introduced into a fusion of the HPV3 1 El N-terminal
domain to GST. The resulting mutant proteins were purified from bacteria and used
in pulldown experiments with EcR-293 whole cdl extracts. Bound proteins were
analyzed by Western blot analysis using a polyclonal anti-pXO antibody. Western blot
analysis using antibody against Cdk2 is shown as control. B) Effect of El
substitutions on p80 cellular localization. The substitutions were introduced into
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pEYfP-HPV31 El expression vector. Wild type (WT) or mutant (m) EYFP-3 lEi
plasmids were co-transfected along with Xpress-p8O in COS-7 celis and the cellular
localization of the encoded proteins analyzed by confocal microscopy.
Figure 8. Transient replïcation activity of mutant HPV31 El proteins. A)
Transient HPV DNA replication. C33A ceils were transfected with 3ig of wild type
(lane 1) or the indicated mutant Fi expression vector (lanes 2-4) plus 1 pg of F2
expression vector and 1 jig of HPV3 1 Luc vector which contains the origin of
replication. As negative controls, cells were transfected with the origin-containing
vector alone (No El and F2; lane 5) or with the F2 and HPV31Luc vectors (No El;
lane 6). 3) Accumulation of wild type and mutant EYfP-HPV3 1 E 1. The levels of
the indicated Fi proteins in transfected C33A cells were detected by western blotting
with an anti-GFP antibody, 24, 48 and 72 h post transfection (left panels). Mock
transfected cells were used as a negative control. Western blotting with an anti-3-
tubulin antibody (right panels) was performed to ensure that equal amounts of total
cellular proteins were loaded in each lane.
Figure 9. Maintenance and amplification of mutant HPV3J genomes in
prÏmary human keratïnocytes. Southern blot analysis showing the status ofthe viral
genome in HFK immortalized with either wild type HPV3 1 (WT) or mutant (m)
derivatives bearing the indicated El arnino acid substitutions that abrogate p80
binding. HPV3 1-imrnortalized HFK were induced to differentiate in methylcellulose
containing medium for 24 and 48 h, as indicated.
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CHAPITRE III: Discussion
1. IDENTIFICATION DES PARTENAIRES CELLULAIRES DE
L’HÉLICASE VIRALE El
1.1. Purification des complexes protéiques contenant El
Les hélicases virales telle El sont des protéines multifonctionnelles qui
interagissent avec de multiples protéines cellulaires afin de détourner la machinerie
de la cellule hôte en faveur de la réplication de leur génome. Afin de découvrir de
nouveaux partenaires d’interaction d’HPVl 1 El, différents domaines d’El ainsi que
la protéine entière ont été exprimés en cellules sous le contrôle d’un promoteur
inductible à l’ecdysone, puis les complexes associés à El purifiés par une double
chromatographie d’affinité réalisée dans des conditions tentant de reproduire les
valeurs physiologiques. On a ainsi pu isoler les complexes protéiques associés au
domaine N-terminal et au DBD d’El. Nos conditions n’ont toutefois pas permis la
purification des complexes protéiques associés au domaine C-terminal ou à la
protéine entière. L’étape problématique n’est pas exactement connue. Cependant,
conformément à l’observation antérieure que la purification de la protéine HPV1Y El
recombinante nécessite de hautes concentrations de sels (250), il est possible que le
domaine C-terminal tende à se lier de façon non spécifique à la résine. Une haute
concentration de sel n’a toutefois pas été envisagée pour la double purification car
elle aurait potentiellement interféré avec certaines interactions protéiques.
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1.2. Protéines cellulaires identifiées
La double purification jumelée à l’analyse MS a permis d’identifier trois
partenaires d’El, soit la Cdk2, déjà connue pour interagir avec El via les cyclines A
et E (144), ainsi que deux nouveaux partenaires potentiels Ubr2 (bande migrant à
environ 200 KDa à la figure 1 de l’article, p. 89) et p80. Ubr2 est une ubiquitine
ligase de type E3 appartenant à la voie de dégradation des N-degrons, qui mène à
l’ubiquitination et à la dégradation subséquente des protéines ayant un acide aminé
déstabilisant à l’extrémité aminée ainsi qu’une lysine interne réceptrice pour la chaîne
d’ubiquitine (revu dans (242)). L’interaction avec la protéine Ubr2 n’a cependant pu
être confirmée dans des essais de « GST pulldown ». Ayant été identifiée à partir de
la construction E 1(1-353) qui présente des fragments protéolytiques (voir figure 1 de
l’article, p. 89), il est possible qu’un des fragments produits contienne un N-degron,
alors reconnu par Ubr2. Comme ces fragments ne sont pas observés lorsque cette
construction est produite en bactéries, ceci pourrait expliquer le résultat négatif en
« GST pulldown ». Alternativement, il est possible que l’interaction avec Ubr2
nécessite une certaine modification d’El qui ne se produit pas en bactéries.
En ce qui concerne p80, sa fonction cellulaire demeure inconnue à ce jour.
Les données disponibles concernent son interaction avec la protéine virale hp
(« tyrosine kinase-interacting protein ») de Herpesvirus Saimiri, dont l’interaction
semble favoriser la formation de vésicules lysosorniales (179). C’est une protéine de
677 acides aminés pour un poids théoriques d’environ 76,2 KDa. Les transcrits
encodant p80 sont exprimés dans tous les tissus incluant la peau, avec une
prédominance au niveau des ovaires, des testicules et de certaines régions du cerveau.
Elle semble conservée chez les organismes supérieurs, avec la présence évidente
d’une protéine homologue chez le singe, le bétail, le poulet, le rat, la souris et le
poisson (voir l’alignement de séquences en annexe 1). En plus d’un domaine
« coiled-coil » potentiel situé dans sa partie C-tenninale, p80 est caractérisée par la
présence de 7 ou 8 domaines WD répétés à son extrémité aminée. Un domaine WD
est constitué d’environ 44-60 acides aminés dont un dipeptide GH situé 11-24 résidus
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de la limite N-terminale du domaine, et les résidus WD terminant fréquemment la
séquence. Toutefois, ceci n’est pas une règle absolue, tant que les acides aminés
accommodent la structure caractéristique en «f3-propellor ». Une telle structure
ressemble à une hélice de bateau avec plusieurs lames, dont chaque lame est
constituée de quatre brins antiparallèles en feuillet 3. Un domaine WD constitue 3
brins d’une lame et le dernier brin de la lame adjacente. De cette façon, le dernier
domaine WD complète le premier, refermant le module en une structure circulaire
(figure 16, p. 100).
I 7-8WD4O 677
Figure 16 : Structure de la protéine p80. Constituée de 677 acides aminés, p80 est
caractérisée par la présence de 7-8 domaines WD à son extrémité aminée. Ces
domaines forment une structure en hélice de bateau dont chaque lame est composée
d’un feuillet f3 de quatre brins antiparallèles. Un domaine WD (coloré en mauve sur
l’illustration) couvre 3 brins d’une lame et un brin de la lame adjacent
caractéristique favorisant la circularisation de la structure. (D’après le cristal de la
sous-unité f3 de la protéine G de Lodowski et aÏ. (2003). Science 300:1256-62 (13$))
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Les domaines WD procurent une plateforme rigide pour l’établissement de
multiples interactions protéiques simultanée s. Cette fonction est particulièrement
importante chez les organismes complexes. La famille des domaines WD présente
d’ailleurs une rapide expansion et diversification lors de l’évolution et est
significativement augmentée dans le génome humain par comparaison aux autres
génomes eucaryotes séquencés (133). Ainsi, bien que des protéines possédant des
domaines WD aient été identifiées chez les procaryotes, celles-ci sont principalement
retrouvées chez les eucaryotes où elles occupent de multiples fonctions essentielles
(revu dans (133)).
1.3. Perspectives
1.3.1. Composition des complexes protéiques associés à 11 sur l’ADN
C’est sous foniie d’hexamères encerclant l’ADN qu’El est active pour le
déroulement du duplex d’ADN. C’est probablement aussi sous cette forme qu’elle
interagit avec la machinerie de réplication cellulaire (4). Il serait par conséquent
intéressant de purifier les complexes associés à El lorsqu’elle est sous sa forme
oligomérisée. On pourrait donc utiliser soit la protéine entière, soit la portion C
tenninale englobant le DBD et le domaine hélicase (portion minimale permettant la
liaison stable à l’on (236)). La même stratégie de TAP utilisée dans la présente étude
pourrait être appliquée, avec quelquesmodifications : soit la transfection de
plasmides contenant l’on et E2, et l’ajout des étapes d’isolation de la fraction
insoluble de t’extrait cellulaire (contient la chromatine et les protéines associées) et
de r e -solubi lisation des complexes par fragmentation de l’ADN (traitement aux
DNAses), préalablement aux étapes de purification. Alternativement, l’expérience
pourrait également être tentée par une approche de « GST pulldown » où de l’extrait
cellulaire est ajouté à la forme hexarnénisée d’El. Notamment, une protéine El
recoinbinante peut être spontanément purifiée sous forme d’hexamères, El étant
présente sous cette forme en fonction de sa concentration lorsque purifiée de cellules
102
d’insectes (250). Aussi, l’hexamérisation d’El peut être stimulée par l’ajout
, 7±d ADNsb dans un tampon contenant de 1 ATP-Mg (236).
1.3.2. Protéines cellulaires interagissant avec Je domaine N-terminal
d’El
Alors que le domaine N-terminal d’El des HPV est facultatif pour la
réplication du génome in vitro, il a une fonction régulatrice essentielle in vivo (4,
223). Les mécanismes impliqués demeurent toutefois peu connus. Au laboratoire, on
s’intéresse particulièrement aux modifications post-trad u c t ion n elles e t aux
interactions protéiques de ce domaine qui pourraient intervenir dans ce rôle essentiel
de régulation de la protéine. Le TAP a permis d’identifier deux des partenaires
cellulaires d’HPVll El. Afin de pousser l’investigation sur les partenaires protéiques
du domaine N-terminal des PV, les chromatographies d’affinité réalisées avec les
domaines N-terminaux des divers PV (figure 4 de l’article, p. 93) ont également été
analysées sur SDS-PAGE pour vérifier la présence de partenaires protéiques.
L’analyse MS des nouvelles bandes a notamment mené à l’identification d’une co
purification de la protéine TPR (< translocated promoter region ») avec le domaine N-
terminal de CRPV El (annexe 2). TPR est une protéine formant des filaments
intranucléaires associés au pore nucléaire. Elle est impliquée dans l’export nucléaire
d’ARNm et de protéines. De façon intéressante, des études récentes indiquent que les
protéines E 1 voyagent entre les compartiments nucléaires et cytoplasmiques. Plus
particulièrement, le domaine N-terminal des HPV contient une séquence régulant
l’export nucléaire via CRIVIY (46). BPVI El a aussi été démontrée pour voyager entre
les compartiments nucléaires et cytoplasmiques (98). Bien que l’interaction entre
CRPV E 1 et TPR doive préalablement être confirmée, il sera intéressant de vérifier si
une telle navette régule également le niveau nucléaire de CRPV El, e t plus
particulièrement si son export nucléaire dépend de l’interaction avec TPR.
103
1.3.3. Étude du rôle de la méthylation du domaine N-terminal d’El
L’analyse par MS des protéines purifiées par TAP, plus particulièrement de la
bande correspondant à El, arévélé que la lysine 114 (Ki 14) d’El présentait une
diméthylation, et parfois même une trirnéthylation (à noter que cette modification
pourrait aussi correspondre à un groupement acétyle). Cette lysine est située au
niveau de la SEN (figure 11 de l’introduction, p. 36). Or, il a été démontré que la
phosphorylation de sérines à l’intérieur ou près de la SEN inactive cette séquence et
par conséquent, inhibe l’export nucléaire (46). La méthylation étant une modification
plus stable que la phosphorylation, il serait intéressant de tester si cette modification
pourrait être impliquée dans la rétention d’El au noyau à un certain stade viral. Dans
un premier temps, il s’agirait donc de confirmer que cette lysine est également
modifiée par méthylation dans les kératinocytes primaires et/ou différenciés (la
différentiation peut être induite e n cultivant les kératinocytes dans un milieu
contenant du méthylcellulose) par l’analyse en spectrométrie de masse de la protéine
El purifiée. Si tel est le cas, on pourrait alors tester l’hypothèse que la méthylation de
Ki 14 inactive la SEN en mutant cette lysine et en regardant l’impact sur la
localisation intracellulaire d’El en microscopie et par fractionnement cellulaire suivi
d’une analyse par immunobavardage de type Western. À cette fin, la fusion Gf P
d’HPVl 1 El utilisée dans cette étude pourra de nouveau servir. Aussi, la mutation de
K114 pourrait se faire conjointement à la mutation du CBM précédemment décrite
(RRL —> RRA, (46)), cette dernière empêchant la liaison des cyclines et donc la
phosphorylation des résidus qui a pour conséquence d’inactiver la SEN. De cette
façon, l’effet de la méthylation de Kl 14 sur la localisation intracellulaire d’El pourra
être étudié dans le contexte d’une NES constitutivement active.
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2. IDENTIFICATION D’UNE NOUVELLE INTERACTION ENTRE HPV El
ET LA PROTÉINE CELLULAIRE P80
2.1. Caractérisation de l’interaction entre El et p80
L’interaction entre HPVI I El et p80, d’abord identifiée par TAP, a par la
suite été confirmée par des expériences de « GST pulldown », c o -
immunoprécipitation et co- localisation cellulaire. On a également déterminé que cette
interaction est conservée chez les HPV infectant les muqueuses et identifié trois
doublets d’acides aminés d’El qui sont critiques à la liaison de p80.
II ressort de ces expériences que l’interaction entre El et p80 est relativement
forte et stable. Un des avantages du TAP est qu’il permet l’isolation de complexes
formés en cellules et, effectuée dans des conditions où la protéine d’intérêt est
exprimée à un niveau sensiblement physiologique, préserve donc la stoechiométrie
des protéines à l’intérieur des complexes. De plus, la coloration au Sypro red, qui lie
la couche de détergent (SDS) entourant les protéines, permet de corréler l’intensité de
la fluorescence avec la masse de protéines dans des gels dénaturants, permettant
l’appréciation quantitative du ratio de chaque protéine dans le complexe purifié (215,
216). On remarque que la bande de p80 est relativement intense dans les deux
complexes purifiés (figure 1 de l’article, p. 89). En tenant compte que des peptides
contaminants étaient également présents dans la bande contenant El dans le
complexe d’KPVl 1 E1(1-353) (selon les résultats de l’analyseMS), p80 semble
présent dans les complexes d’El dans un ratio s’approchant du 1:1. Il est à noter
toutefois que ces complexes sont obtenus avec des portions d’El qui ne comportent
notamment pas le domaine d’oligomérisation et ne peuvent donc pas lier l’ADN de
manière stable (236). Ces résultats indiquent donc qu’une bonne proportion d’El est
donc potentiellement associée à p80 en cellules lorsqu’El est monomérique en
solution. On ne peut toutefois rien conclure quant à l’interaction de p80 avec El
lorsqu’elle est hexamérisée sur l’ADN.
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Dans la même optique, on remarque qu’une bonne proportion de p80
contenue dans l’extrait cellulaire est retenue parEl dans les essais de « GST
pulldown » (figures 4, 5 et 7 de l’article; la colonne « input» des gels contient 0,5-
1% de l’extraitcellulaire passé surchaque colonne). De plus, la résistance de
l’interaction aux lavages lors des différentes chromatographies et l’efficace re
localisation de p80 au noyau suite à son interaction avec El constituent davantage
d’arguments en faveur d’une interaction stable.
Coïncidence intéressante, les acides aminés critiques à l’interaction de p80 se
situent dans une courte région qui, par infonatique computationnelle, est prédite
pour se replier en feuillet f3 (193, 194). La plupart des acides aminés de cette région
sont d’ailleurs des résidus non polaires, lesquels sont généralement retrouvés à
l’intérieur de la protéine plutôt qu’exposés en surface et donc impliqués dans des
poches d’interactions hydrophobiques. Ces observations suggèrent donc que
l’interaction se produirait via une interface hydrophobique et impliquerait
potentiellement un feuillet f3.
2.2. Relevance biologique de l’interaction entre El et p80
2.2.1. Impact de ]‘interaction sur les fonctions réplicatives d’El
Afin d’étudier l’importance de l’interaction entre El et p80 dans la
pathogenèse des HPV génitaux, on a utilisé les substitutions d’E 1 préalablement
identifiées pour abroger l’interaction avec p80 afin d’étudier l’impact d’une
suppression de l’interaction sur les fonctions réplicatives «E!. On s’est d’abord
assuré que les mutations n’affectaient pas outre mesure l’intégrité des protéines El
mutantes en confirmant que l’interaction avec la Cdk2 était préservée et que les
protéines mutantes s’accumulaient normalement au noyau (figure 7 de l’article, p.
96). Les mutations ont subséquemment été introduites dans le génome d’HPV3 1 afin
d’étudier l’effet de l’abrogation de l’interaction sur le maintient et l’amplification du
génome viral dans des kératinocytes primaires, l’hôte naturel des HPV. Alors que
l’abrogation de l’interaction ne semble pas affecter l’amplification de l’épisome suite
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à la différentiation des kératinocytes, on a observé que le nombre de copies de
génomes viraux était significativement réduit dans les cellules contenant les génomes
mutés. Ces résultats suggèrent une implication de p80 dans le contrôle du nombre de
copie dans les kératinocytes non différenciés. Une telle réduction du nombre de
copies peut résulter soit d’une réplication sub-optimale, soit de la perte des génomes
lors des divisions cellulaires. Les différentes possibilités du niveau d’action de p80
dans la pathogenèse de HPV sont discutées dans l’article (section discussion, p. 79).
2.2.2. Mise en contexte de l’interaction dans le cycle viral
Récemment, une collaboration entre le laboratoire du Dr L. Laimins à
Chicago et le nôtre a mis en évidence un site de clivage pour la caspase-3 (motif
DxxD) aux acides aminés 46-49 d’El, un site conservé chez la plupart des HPV. De
plus, il a été démontré que la caspase-3 est activée lors de la différentiation des
kératinocytes contenant le génome d’HPV31. La mutation du site de clivage ou
encore l’inhibition des caspases affectent tous deux l’amplification du génome viral
(157). Donc, il est possible que le clivage des 50 premiers acides aminés soit requis
pour l’amplification du génome viral. Cette observation suggère qu’un élément
impliquant l’extrémité aminée pourrait restreindre l’amplification de génome dans les
premières couches cellulaires, restriction qui serait par la suite éliminée par le clivage
d’El lors de l’activation de la caspase-3 dans les kératinocytes différenciés. Or, Je
seul événement connu à ce jour impliquant ces premiers 50 acides aminés e s t
l’interaction avec p80. On pourrait donc croire que le clivage pourrait servir à
éliminer p80, dont l’interaction avec El est plutôt forte et stable. À priori, p80 ne
semble toutefois pas être un élément répresseur de l’amplification puisque l’inhibition
de l’interaction n’induit pas l’amplification du génome dans les cellules non
différenciées. Néanmoins, il est possible que d’autres éléments répresseurs limitent
l’amplification du génome dans les premières couches cellulaires, ou encore que p80
soit un élément répresseur uniquement dans le contexte cellulaire des kératinocytes
différenciés. Nos résultats sont d’ailleurs compatibles avec un modèle où El serait
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clivée par la caspase-3 suite à la différentiation des kératinocytes, les mutations
inhibant la liaison de p80 n’ayant pas d’effet sur l’amplification du génome, ce qui
concorde avec un modèle où l’interaction serait de toute façon éliminée suite au
clivage d’El. Il se peut également que l’effet du clivage d’El sur l’amplification du
génome viral ne soit pas dû à p80. Un autre élément poulTaït être responsable de cet
effet, ou encore le clivage d’El pourrait modifier certaines de ses propriétés.
Notamment, une protéine dont les 72 premiers acides aminés sont tronqués présente
une affinité accrue pour l’on in vitro (236). Le clivage de l’extrémité N -terminale
d’El pourrait donc avoir un effet sur la liaison à l’ADN, ou encore sur l’assemblage
d’El sur l’on.
Curieusement, alors que le domaine N-terminal est facultatif pour la
réplication du génome in vitro, la troncation des 80 premiers acides aminés affecte
grandement cette fonction dans des essais de réplication transitoire en cellules (223).
Pourtant, aucune des sérines dont la phosphorylation est requise à la rétention
nucléaire (et donc à la réplication efficace du génome) ne sont contenues dans cette
portion, ni les séquences de régulation à ce jour identifiées (SLN, SEN et CBM).
Donc, il est probable qu’une modification post-traductionnelle ou encore une
interaction avec une protéine cellulaire au niveau de ces $0 premiers acides aminés
soit importante pour la régulation de la réplication du génome in vivo. De façon
intéressante, les seuls éléments connus concernant ces acides aminés sont la liaison de
p80 et la présence du site de clivage de lacaspase-3. Puisque la caspase-3 n’est
probablement pas activée dans les cellules lors des essais de réplication transitoire, il
est possible que l’interaction avec p80 soit requise de manière directe ou indirecte à la
réplication, conformément à nos observations que l’abrogation de l’interaction avec
p80 affecte la maintient des génomes viraux.
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2.3. Perspectives
2.3.1. Effet de p80 sur la stabilité d’El et la réplication du génome viral
Au cours des études, on a remarqué que certaines des protéines El mutantes
semblaient présentent en plus grande quantité que la protéine sauvage dans les
cellules. On a donc dans un premier temps exprimé El de façon transitoire dans des
cellules 293 et regardé la quantité d’E 1 présente dans des extraits cellulaires totaux
par immunobavardage de type Western (annexe 3). Deux des mutants sont alors
apparus être davantage abondants que la protéine de type sauvage. Afin de vérifier si
cette accumulation est due à une plus forte expression ou à une stabilisation de la
protéine, il serait intéressant de comparer la demi-vie des protéines El mutantes à la
protéine de type sauvage dans des essais de « pulse-chase ». Une demi-vie augmentée
pour les protéines mutantes suggérerait un rôle de p80 dans la dégradation d’El.
Afin de vérifier l’hypothèse que l’interaction entre El et p80 influence la
réplication du génome viral et/ou la stabilité d’El, il serait intéressant d’étudier l’effet
d’une surexpression ou encore d’une diminution de l’expression de p80 sur ces
paramètres via l’utilisation d’un vecteur d’expression de p80 et d’un ARN interférent
(siRNA) respectivement. L’utilisation du siRNA pour interférer avec la production de
p80 pourrait notamment permettre de reproduire les résultats concernant le maintient
des génomes viraux et le niveau cellulaire d’El en utilisant une protéine El de type
sauvage. En effet, on ne peut exclure à ce stade que les phénotypes ne sont pas dus
aux mutations proprement dites ou à une modification de l’expression des protéines
virales dans le contexte génomique. Les protéines virales sont produites à partir
d’ARNm polycistroniques et, tel qu’abordé à la section 3.1.1. de l’introduction,
l’expression des protéines virales est très complexe et régulée par de multiples
signaux. Bien que les mutations ne soient pas au niveau d’un site d’épissage
documenté, elles pourraient affecter un signal de régulation affectant par exemple
l’efficacité d’épissage, et donc modifier l’abondance ou le ratio des différentes
protéines virales. Toutefois, l’observation d’un même défaut de maintient des
épisomes viraux pour les trois mutants argumente en défaveur d’un artéfact.
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Enfin, concernant une implication potentielle de p20 dans la réplication du
génome viral, des essais de réplications transitoires sont en cours dans le laboratoire
du Dr L. Laimins afin de comparer les capacités réplicatives de nos protéines El
mutantes par rapport à la protéine de type sauvage. Lors de ces essais, les vecteurs
d’expression d’El et E2 sont transfectés avec un plasmide contenant l’on. Suite à
l’élimination des plasmides transfectés par digestion avec Dpn I, les génomes
répliqués en cellules sont quantifiés par immunobavardage de type Southem. Les
résultats préliminaires indiquent que les protéines E I mutantes sont aussi
performantes que la protéine de type sauvage dans ces essais où El et E2 sont
surexprimées. Il apparaît donc que les mutants sont compétents pour la réplication du
génome viral et il est donc possible que le défaut observé dans les kératinocytes soit
plutôt dû à un changement de la quantité d’El au niveau des foyers de réplication, ou
encore qu’une surexpression d’El peut compenser le défaut engendré par l’inhibition
de la liaison de p80.
2.3.2. Élucider la fonction cellulaire de p80
Afin de poser des hypothèses sur la fonction de l’interaction entre El et p80
dans la pathogenèse des HPV, il serait utile de connaître la fonction cellulaire de p20.
Tout d’abord, une façon d’obtenir des indices sur son rôle au sein de la cellule serait
d’identifier ses partenaires d’interactions, dont la fonction pouffait nous diriger vers
une certaine voie cellulaire. Surtout qu’il est justifié de croire que p20 interagit avec
plusieurs protéines cellulaires, les protéines à domaines WD étant considérées comme
des plateformes d’interactions pour l’établissement de plusieurs interactions
protéiques simultanées. P80 pourrait donc potentiellement servir de médiateur pour
recruter une/des protéine(s) cellulaire(s) utile(s) à la fonction d’El. Dans un premier
effort pour identifier des partenaires de p80, on a profité de la bonne rétention de p80
par le peptide d’HPVll El(1-40) dans les essais de « GST pulldown » (figure 5 de
l’article, p. 94). Selon le raisonnement qu’en abolissant la liaison de p80 avec El, les
protéines associées à p80 seraient alors absentes du complexe purifié à partir d’El, on
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a utilisé une approche de « GST pulldown » pour identifier des protéines co-purifiées
avec le fragment de type sauvage mais absentes des complexes d’un peptide El muté
pour l’interaction avec p80. Cette stratégie a mené à l’identification de la protéine
DDX1 (annexe 4). L’expérience en « GST pulÏdown » ayant été réalisée avec un seul
des trois mutants qui inhibent la liaison de p80, on a par la suite voulu confirmer que
l’interaction de DDX1 dépend de p80 en testant les trois doubles mutants. Ces tests
de confirmation ont toutefois révélé que les deux autres mutants qui ne lient pas p80
interagissent tout de même avec DDXY, qui n’est donc pas un partenaire de p80
(annexe 4). DDX1 demeure néanmoins un partenaire potentiel d’HPV El. DDXY est
une ARN hélicase qui possède le motif Asp-Glu-Ala-Asp (DEAD) caractéristique de
la famille des «DEAD box ». Sa fonction cellulaire n’est pas encore bien comprise,
mais les ARN hélicases de cette famille sont impliquées dans divers procédés
demandant une altération de la structure d’ARN, incluant l’épissage, la dégradation et
la stabilité des ARN, ou encore l’initiation de la traduction. DDX1 a d’ailleurs été
reportée pour intervenir dans le cycle reproductif viral de 111V et de JCV, en ayant un
impact sur la transcription ou sur la réplication (64, 65, 224). Enfin, dans le même but
d’identifier les partenaires d’interactions de p80, une étudiante au laboratoire produit
présentement des lignées stables de p80 en fusion au peptide TAP afin de purifier les
complexes cellulaires associés à p80 en cellules.
Puisque p80 est relocalisée au noyau par E 1, il serait intéressant de vérifier si
certaines conditions induisent la redistribution de p80 au noyau en l’absence d’El. Si
p80 a une fonction au niveau du noyau lors de l’infection virale, il est probable que
cette même fonction soit mise à profit lors de certaines conditions/stress cellulaires.
Trouver une situation où p80 est redistribuée au noyau fournirait ainsi d’autres
indices sur la fonction cellulaire de p80. Il demeure toutefois possible que
l’interaction serve à contrecarrer la fonction cytoplasmique de p80 en modifiant sa
localisation cellulaire. Advenant l’identification d’une condition où p80 serait
nucléaire, celle-ci pourrait être utilisée dans une expérience de TAP. Selon
l’application ou non de la condition, on pourrait ainsi identifier les complexes
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protéiques cytoplasmiques et nucléaires associés à p80. Alternativement, une SLN
pourrait être ajoutée à p80 afin de purifier les complexes associés à p80 au noyau.
Enfin, mentionnons que les études cellulaires mentionnées à la section précédente où
p80 est surexprimée ou diminuée ont le potentiel de causercertainsphénotypes,
lesquels pourraient également nous renseigner sur la fonction cellulaire de p80.
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CONCLUSION
Dans le but d’identifier les partenaires cellulaires de l’hélicase virale El
d’HPV 11, les complexes protéiques associés à différents domaines d ‘E 1 en cellules
ont été purifiés par double chromatographie d’affinité. L’analyse par spectrométrie de
masse des protéines ainsi purifiées et les expériences subséquentes ont permises de
confirmer l’interaction du domaine N-terminal d’El avec la Cdk2, et également
d’identifier un nouveau partenaire d’interaction en la protéine à domaines WD p20.
Par la suite, il a été démontré que p80 interagit avec les 40 premiers acides aminés
d’El, et que cette interaction est conservée et exclusive aux HPV qui infectent la
région génitale. Bien que p80 soit cytoplasmique dans des conditions normales et
qu’El soit principalement nucléaire, les deux protéines co-localisent dans les cellules,
p80 étant redistribuée au noyau de façon dépendante à son interaction avec El. Les
premiers essais fonctiornels indiquent que l’interaction avec p80 est requise pour le
maintient optimal du nombre de copies de génomes viraux dans les kératinocytes non
différenciés
L’interaction découverte dans la présente étude implique le domaine N-
terminal d’HPV El, qui apparaît aujourd’hui constituer un module de régulation de la
protéine primordial à sa fonction in vivo. On y retrouve les séquences d’import et
d’export nucléaires, des sites de phosphorylation, un motif de liaison des cyclines et,
selon les récentes découvertes, un motif DxxD pour le clivage par la caspase-3 (157)
et un site de liaison pour p80. L’interaction avec p80 s’étant révélée importante pour
le maintient des épisomes viraux, les futures études permettront ainsi de déterminer
l’implication de cette protéine cellulaire dans la pathogenèse des HPV génitaux. De
plus, les études portant sur p80 ouvrent la voie à la découverte d’un nouveau
mécanisme utilisé par une protéine initiatrice virale pour assurer la réplication
efficace du génome viral ainsi qu’à l’approfondissement de nos connaissances sur la
fonction d’une protéine cellulaire jusqu’alors peu connue. Globalement, l’étude ici
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présentée de concert avec les expériences proposées s’inscrivent dans une démarche
visant la compréhension des événements moléculaires impliqués dans la réplication
de l’ADN des HPV. Ainsi, l’étude de l’interface entre la protéine initiatrice virale E 1
et la cellule hôte penuet de mieux comprendre comment E 1, par sa régulation et son
interaction avec les protéines de la cellule hôte, assure la réplication optimale du
génome viral.
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ID I Poulet
ID I Poiason
ID IMacaque
ID I Chimpanzé
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IDI Souria
ID I Poulat
ID p Poisson
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ID p Souris
ID p Poulet
ID I Poisson
ID I Macaque
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ID I Poisson
MAAHhRQNTACRRKVQVSY 19
MSSTVNSFSAFVLLCPLCECAEKSASQGLGPHMDVGVSTCKMAAHHRQNTACRRKVQV5Y 60
MAAHHRQMTAGRRKVQVSY 19
MAAHHRQMTAGRRKVQVSY 19
MAAHHRQNTAGRRKVQVSY 19
MAAMHRQMTAGRRKVQVSY 19
MATLHRQMAAGRRKVQVSY 19
**: ****:**********
VIRDEVEKYNRMGVMALQLDPALNRLFTACRDSIIRIMSVNQHKQDPYIASMEHHTDMVM 79
VIRDEVEKYMRMCVNALQLDPALMRLFTAGRDSIIRIMSVMQHKQDPYIASMEHHTDMVM 120
VIRDEVEKYNRMCVNALQLDPALMRLFTAGRDSIIRIMSVMQHKQDPYIASMEHHTDMVN 79
VIRDEVEKYMRMCVMALQLDPALMRLFTAGRDSIIRIMSVNQHKQDPYIASMEHHTDMVM 79
VIRDEVEKYMRMGVNALQLDPALMRLFTAGRDSIIRIM5VMQHKQDPYIASMEHHTDMVM 79
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DIVLCCMCKTLISASSDTTVKVMMAHKGFCMSTLRTHKDYVKALAYAKDKELVASAGLDR 139
DIVLCCMGKTIJSASSDTTVKVMMAHKCFCMSTLRTHKDYVKALAYAKDKELVASAGLDR 180
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DIILCCMGKTLISASSDTTVKVWMAHKGFCMSTLRTHKDYVKALAYAKDKELVASACLBR 139
* :
QIFLMDVNTLTALTASMMTVTTSSLSGMKDSIYSLAMMQLGTIIVSCSTEKvLRvMDPRT 199
QIFLMDVNTLTALTASMMTVTTSSLSGMKDSIYSLAMMQLCTIIVSCSTEKVLRVMDPRT 240
QIFLMDVMTLTALTASMMTVTTSSLSCMKDSIYSLAMMQLGTIIV5G5TEKVLRVMDPRT 199
QIFLMDVNTLTALTASMMTVTTSSLSGNKDSIYSLAMMQLCTIIVSGSTEKVLRVWDPRT 199
QIFLMDVMTLTALTASNNTVTTSSLSCMKDSIYSLAMMQLGTIIVSCSTEKVLRVMDPRT 199
QIFLMDVMTLTALTASMMTVTTSSLSGMKDSIYSLAMHQMGTVIVSCSTEKVLRVMDPRT 199
QIFLMDVMTLTALTASMMTVTTSSLSCMKDSIYSLAMNQTGTVIISGSTEKVLRVMDPRT 199
** : *
CAKLMKLKGHTDMVKALLLMRDCTQCLSGSSDCTIRLHSLGQQRCIATYRVHDEGVMALQ 259
CAKLMKLKCHTDMVKALLLMRDGTQCLSCSSDCTIRLMSLCQQRCIATYRVHDEGVMALQ 300
CAKLMKLKGHTDNVKALLLNRDCTQCLSCSSDCTIRLMSLGQQRCIATYRVHDECVMALQ 259
CAKLMKLKGHTDMVKALLLMRDGTQCLSGSSDGTIRLMSLCQQRCIATYRVHDEGVMALQ 259
CAKLMKLKGHTDMVKALLLHRDCTQCLSCSSDCTIRLMSLGQQRCIATYRVHDECVMALQ 259
CAKLMKLKCHTDMVKALLLMRDGTQCLSGSSDGTIRLMSLCQQRCIATYRVHDECVMALQ 259
CAKLMKLKCHTDMVKSLLLMRDGTQCLSGSSDGTIRLWSLGQQRCIATYRVHDEGVMALQ 259
***************:***:****************************************
VMDAFTHVYSGGRDRKIYCTDLRNPDIRVLICEEKAPVLKMELDRSADPPPAIMVATTKS 319
VMDAFTHVYSCCRDRKIYCTDLRHPDIRVLICEEKAPVLKMELDRSADPPPAIMVATTK5 360
VMDAFTHVYSGGRDRKIYCTDLRNPDIRVLICEEKAPVLKMELDR5ADPPpAIMVATTKS 319
VNDAFTHVYSCGRDRKIYCTDLRHPDIRVLICEEKAPVLKMSLDRSADPPPAIMVATTKS 319
VHDAFTHVYSCCRBRKIYCTDLRMPDIRVLICEEKAPVLKMELDRSADPPPAIMVATTK5 319
VMEAFTHVY5GGRDRKIYCTDLRMPDIRVLICEEKAPVLKMELDR5ADPPPAIMVATTK5 319
VMEAFTHIYSGGRDRKIYCTDLRMPDMRVLICEEKAPVLRMELDRSADPPQS IMVSTTKS 319
** : z
ID IMacaque
ID I Chimpanzé
101 Humain
101 Bovin
ID I Souris
101 Poulet
ID I Poisson
TVNKMTLKGIHNFRASGDYDNOCTNPITPLCTQPDQVIKGCASIIQCHILNOKRHILTKD 379
TVMKMTLKGIHHFRASGDYDHDCTNPITPLCTQPDQVIKGGASIIQCHILNDKRHILTKD 420
TVNKHTLKCIHHFRASGDYDNDCTMPITPLCTQPDQVIKGGASI IQCHILNDKRHILTKD 379
TVHKMTLKCIHNFPASCDYDNDCTHPITPLCTQPDQVIKGGASIIQCHILNDKRHLLTKD 379
TVNKBTLKCIHNFRASGDYDNDCTNPITPLCTQPDQVIKGGASIIQCHILHOKRHILTKD 379
SVNKMTLKGIHNFRASCDYDNDCTNPIPPLCTQPDQVIKCCASIIQCHILNDKRHILTKD 379
FVNKMSLKM4HHFRASCDYDNDCSTPLTPLCTQPEQVIKCCTSIVQCHILNDKRHILTKD 379
**** **:*************:*:******:******:**:**********:****
xii
IDiMecaque
101 Chimpanzé
IDI Humain
101 Bovin
ID I Souris
IDI Poulet
101 Poisson
ID IMacaque
101 Chimpanzé
101 Humain
IDI Bovin
ID I Souris
ID I Poulet
ID I Poisson
IDiMacaque
ID I Chimpanzé
101 Humain
101 Bovin
ID Souris
ID I Poulet
ID I Poisson
ID I Macaque
IDlChimpanzé
IDI Humain
ID IBovin
101 Souris
101 Poulet
101 Poisson
ID I Macaque
101 Chimpanzé
101 Humain
IDiBovin
101 Souris
101 Poulet
101 Poisson
THHNVAYH 387
THMHVAYMDVLKACKVEDLGKVDFBDEIKKRPKMVYVPHMFSVDLKTCMLTITLDESDCF 480
THHMVAYMDVLKACKVEDLGKVDFEDEIKKRFKMVYVPHMFSVDLHTGMLTITLDESDCF 439
THMHVAYMDVLKACHVEDLGKVDFEDEIKKRFKMVYVPMWFSVDLKTCMLTITLDSSDCF 439
THHMVAYHDVLKACKVEDLCKVDFEDEIKKRFKM MLTITLDESDCF 425
THHNVAYMDVLKACKVEDLCKVDFEEEIKKRFKMVYVPHMFSVDLHTCMLTITLDESDCF 439
THNSVAFMDVLKACKGEDLGKVDFDEHVKKRFKMVYVPHMFSVDLKTCMLTITLDESDCF 439
** : *
---VSVKDAGFSSPDGSDPKLHLCCtLLQAttSYMPRTHVHPMDSSSHEVMHVHGE-QEH 443
AAMVSAHDACFSSPDCSDPKLHLCGLLLQALLEYHPRTHVHPMDEEEHEVNHVHGE-QEH 539
AAMVSAKDAGFSSPDGSDPKLMLCCLLLQALLEYMPRTHVHPMDEEEHEVHHVNGE-QEH 498
AAWVSAKDAGFSSPDGSDPKLHLGCLtLQAtLSYBPRTHVHPIDSEEHSVHHVHGE-QEH 498
AABVSAKDACFSSPDGSDPKLHLGGLLLQALLEYMPRTHVTPMDEEEHEVHHVSCC-QSS 484
AAHVSAKDACFSSPDCSDPKLHLGGLLLQALLEYHPRTHIHPMDEEEMEIMHAVHCEQEH 499
AAMVAAKDAGFTSPDCSDPKLH000LLLQALLEFHPRTHIHPMEEEEHELNHVMGE-QES 498
*:*****:*********************:*****:*::*****:** **
RVQKCHCYFQVPPHTPVIFCEACCRTLFRLLCRDSGGETESMLLHETVPQWVIDITVDKH 503
RVQHGMGYFQVPPHTPVIFGEAGGRTLFRLLCRDSCCETESMLLHETVPQMVIDITVDKM 599
RVQKCMCYFQVPPHTPVIFCEAGGRTLFRLLCRDSGGETESMLLHETVPQMVIDITVDKH 558
RVQKCMCYFQVPPHTPVIFCEACGRTLFRLLCRDSGGETESMLLMETVPQMVIDITVDKM 558
RVQKGMGYFQVPPHTPVIFCEACCRTLFRLLCRDSCCETEAMLLHETVPQMVIDITVDKH 544
RVQKCHCYFQVPPHTPVIFCSACGRTLFRLLCRDSCGETESMLLHETVPQBVIDITVDKH 559
RIQKCMCYFQVPPHTPVIFGEAGGRTLFRLLCRDSGGETESMLLHETVPQMVIDITVDKH 558
* : **** * ** * ** ****** * : *** * * *** ***
MPKFHKIPFYLQPHASSGAKTLKKDRLSASDMLQVRKVMEHVYSKIIHLDHSSQTTSSSM 563
MPKFHKIPFYLQPHASSGAKTLKKDRLSASDMLQVRKVMEHVYEKIIHLDME5QTT555M 659
MPKFHKIPFYLQPHASSGAKTLKKDRLSASDMLQVRKVMEHVYSKIIHLDMSSQTTSSSH 618
MPKFHKIPFYLQPHASSGAKTLKKDRLSASDMLQVRKVMEHVYEHIIMLDMESQTTSSSM 618
MPKFMHIPFYLQPHASSGAKTLKKDRLSASDMLQVRKVMEHVYEKIIHLDHESQTTSSSM 604
MPKFHKIPFYLQPH555CAKTLKKDRL5A5DMLQVRKVMEHVYEKIIHLDNE5QTT555H 619
MPKFMHIPFYLQPHSSSCAKTLKKDRLSASDMLQVRKVMEHVYEKIIMLDMESQATSSSA 618
MEKPGEQEKEEDIAVLAEEKIELLCQDQVLDPMMDLRTVKHFIMKSGCDLTLHYRQHST 622
MEKPGEQEKSEDIAVLAEEKIELLCQDQVLDPMMDLRTVHHFIMHSGCDLTLHYRQHST 718
HSKPCEQEKESDIAVLAEEKIELLCQDQVLDPMMDLRTVKHFIMKSGGDLTLHYRQKST 677
MEKPGEQEKEEDIAVLAEEKIELLCQDQVLDPMMDORTVKHFIMKS000CTLHYRQKST 677
MEKP-EQEKEEDIAVLAEEKIELLCQDQVLDPMMDLRTVKHFIHKS000LTLHYRQKST 662
MEKAGEQEKEEDIAVLAEEKIELLCQDQVLDPHMDLRTVKHFIWKSCCDLTLHYRQKST 678
HDKPGEQEKEEDVSVMAEEKIELMCLDQVLDPMMDLRTVKHFIMKS000LTIHYRQKST 677
* : * * *
Alignement des séquences protéiques de p80 de diverses espèces animales.
Numéros d’accession des séquences alignées à partir de la base de donnée
«Protein» de NCBT: Macaque : Q4R2Z6 ; Chimpanzé : XP_5 16374 ; Humain
NP065890; Bovin :NP 001069992; Souris : AAH48155 Poulet: Q5F3K4;
Poisson : Q6PFM9.
ANNEXE 2
-TPR
xlii
GST CRPVE1
Elution: Gluth SDS Gluffi SDS
Identification de TPR en tant que partenaire potentiel de CRPV El. Le domaine
N-terminal de CRPV El, produit en fusion avec la GST en bactéries, a été purifié par
chromatographie d’affinité puis utilisé dans une expérience de «GST pulldown » tel
que décrit dans la section « materials and methods ». La bande désignée sur la figure
a été analysée par spectrométrie de masse et a été identifiée comme contenant la
protéine TPR. TPR = « translocated promoter region » ; Gluth = glutathionne.
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Effet de l’abrogation de l’interaction entre fi et p80 sur l’accumulation
cellulaire d’El. Les mutations (m) identifiées pour abroger la liaison de p80 ont été
insérées dans les vecteurs d’expression de GfP-HPV El. Les différentes
constructions ont été transfectées dans des cellules 293, puis les cellules récoltées 24,
48 ou 72 h post-transfection pour visualiser la quantité d’El dans les extraits totaux
par immunobavardage de type Western. La révélation à l’aide d’anticorps contre la f3-
tubuline est montrée comme contrôle de la quantité d’extrait chargée sur gel. Mock =
cellules non transfectées, WT = « wild type » ou protéine de type sauvage
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ANNEXE 4
GST-HPVIIEI(140)
— DDXI
I— p80
Identification d’une interaction potentielle entre DDX1 et HPV11 El. Les
protéines fusionnées à la GST ont été produites en bactéries, purifiées par
chromatographie d’affinité puis utilisées dans des essais de « GST puÏldown » tel que
décrit à la section « materials and methods ». A) Afin d’identifier des partenaires de
p80, les protéines associées à El de type sauvage ont été comparées à celles purifiées
à partir d’un mutant qui ne lie plus p80 (mWF). Les protéines éluées ont été séparées
sur SD$-PAGE et colorées au Sypro red, puis les bandes d’intérêts excisées et
analysées par spectrométrie de masse. B) Interaction de DDX1 avec les 40 premiers
acides aminés de HPV11 El de type sauvage ou mutés pour inhiber la liaison de p80.
Les protéines ont été séparées par SDS-PAGE puis analysées par immunobavardage
de type Western à l’aide d’un anticorps polyclonal dirigé contre DDX1.
B
GST-HPVII E1(140)
I— W Z 0
0 - > ? w i
ø E E E E E
: DDXI
C
C
